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Figure I-1 La rhizosphère. (D’après Biais et al., 2006). 
La rhizosphère est une niche écologique constituée par le voisinage proche des racines et 
caractérisée par une forte densité de microorganismes. Leurs interactions avec les racines sont 
régies par une multitude d’échange de signaux chimiques.  
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Introduction 
 
I. La symbiose endomycorhizienne à arbuscules 
 
La croissance des plantes est soumise à deux contraintes majeures : la présence de lumière 
et la disponibilité en eau et en nutriments dans le sol. L’azote (N) et le phosphate (P) sont des 
sels minéraux essentiels pour la croissance des plantes et représentent fréquemment une limite 
au développement de celles-ci. En effet, bien que le réseau racinaire de nombreuses plantes 
présente des adaptations aux contraintes liées à leur habitat, certains sols peuvent s’avérer être 
peu favorables à la culture ou à l’implantation des végétaux en raison de l’inaccessibilité 
d’une partie des sels minéraux et de l’eau. De nombreux microorganismes du sol se 
développent dans le voisinage proche des racines dans une zone appelée rhizosphère (Hiltner, 
1904). Ces microorganismes appartiennent à toutes les divisions du vivant (plantes, 
champignons, bactéries, animaux) et interagissent entre eux et avec la plante de manière 
bénéfique ou parasite (Figure I-1 ; Biais, 2006). Parmi les champignons de la rhizosphère les 
plus répandus, on trouve les champignons endomycorhiziens à arbuscules ou champignons 
MA.  
 Ces champignons se développent à la fois dans le sol et dans les tissus racinaires de 
l’hôte. Leur mycélium extra-racinaire permet une augmentation substantielle de la capacité 
d’assimilation des sels minéraux -notamment le phosphate et l’azote- et de l’eau disponible 
dans les sols. Ces sels minéraux sont ensuite transférés à la plante par les hyphes 
intraracinaires et plus particulièrement par des structures très ramifiées appelées arbuscules. 
En échange de ces éléments minéraux, la plante fournit au champignon du carbone issu de la 
photosynthèse (Figure I-2). Les données fonctionnelles récentes suggèrent que le phosphate 
inorganique du sol (Pi) est transféré à la plante par des transporteurs de phosphate spécifiques 
de la mycorhization (Javot et al., 2007). L’azote inorganique (NO3- et NH4+) est converti en 
arginine par le mycélium extraracinaire puis dégradé dans le mycélium intraracinaire avant 
d’être transféré à la plante sous forme de NH4+ (Govindarajulu et al., 2005).  
 Outre son apport nutritionnel, la symbiose confère une plus grande résistance aux 
stress salin et hydrique mais les plantes mycorhizées ne présentent pas de différence de 
résistance au froid par rapport aux plantes non mycorhizées (Aroca et al., 2007). Ces 
potentialités d’acclimatation accrues seraient en partie dues à une densité plus élevée  
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Produits carbonés 
 
 
Figure I-2. La symbiose endomycorhizienne à arbuscule. 
Cette interaction symbiotique implique deux partenaires : une plante et un ou plusieurs 
champignons mycorhiziens à arbuscules se développant dans le sol (partie haute du schéma). 
Les champignons MA absorbent les sels minéraux et l’eau présents dans les sols grâce à leur 
mycélium extraracinaire (traits noirs sur la partie haute du schéma et photographie en bas à 
droite). La plante, fournit au champignon les squelettes carbonés issus de la photosynthèse. 
Les échanges entre les nutriments issus du champignon et le carbone issu de la plante se 
déroulent notamment au niveau des arbuscules (photo en bas à gauche) différenciés par les 
champignons dans les tissus racinaires de l’hôte.  
 
 
H2O H2O
H2O H2OPi PiPi
Pi
issus de la photosynthèse
Produits carbonés 
issus de la photosynthèse 
Racine 
Arbuscule 
Cellule 
végétale 
Hyphe 
intraracinaire Hyphe 
extraracinaire
Spore 
D’après Brundrett, 1984 
6 
Chapitre I : Introduction 
d’aquaporines dans les racines de plantes mycorhizées (Uehlein et al., 2007). La symbiose 
endomycorhizienne confère aussi une meilleure résistance des plantes aux agents pathogènes. 
De nombreuses études ont en effet rapporté un effet protecteur des champignons MA contre 
des organismes fongiques pathogènes racinaires (Rhizoctonia, Fusarium et Verticillium), des 
oomycètes (Phytophthora, Pythium et Aphanomyces) ou des nématodes (Pratylenchus et 
Meloidogyne) (Whipps, 2004 ; Li et al., 2006). Les effets de la symbiose endomycorhizienne 
sur les attaques au niveau des parties aériennes sont plus variables. Les plantes mycorhizées 
sont rendues plus sensibles aux attaques de pathogènes biotrophes comme Blumeria ou 
Uromyces, ainsi qu’aux insectes spécialisés comme les pucerons. En revanche, elles sont plus 
résistantes à des pathogènes bactériens comme Xanthomonas campestris ou à des insectes 
phytophages généralistes (pour revue voir Smith et Gianinazzi-Pearson, 1988 ; Gianinazzi-
Pearson et al., 1996 ; Pozo et Azcón-Aguilar, 2007). L’augmentation de la résistance aux 
agents pathogènes dépend de 3 grands facteurs : i) la nature du pathogène, ii) la nature de 
l’isolat de champignon MA et iii) les conditions environnementales qui peuvent moduler ces 
mécanismes. Des travaux récents (Liu et al., 2007) ont montré que la colonisation des plantes 
par les champignons MA s’accompagnait d’une induction locale et systémique de 
l’expression des gènes de défenses. Ces données, corrélées à la mise en évidence de 
l’induction de la synthèse d’acide jasmonique lors de la mycorhization (Hause et al., 2002) 
étayent l’hypothèse d’une élicitation de la résistance systémique (SAR) par les champignons 
MA.  
 Les champignons MA appartiennent au groupe des Gloméromycètes (Schüβler et al., 
2001 ; Figure I-3) et sont des organismes originaux à plusieurs niveaux. Les champignons 
MA comptent environ 200 espèces décrites (Schüβler et al., 2001) et sont capables d’établir 
une symbiose avec plus de 80% des espèces de plantes terrestres (Smith et Read, 1997). Parmi 
les familles de plantes communément non mycorhizées pour des raisons peu connues, on 
compte les Azoaceae, Brassicaceae, Crassulaceae, Cyperaceae, Juncaceae, Pinaceae, 
Proteaceae, les Restionaceae et le genre Lupinus. Ce très large spectre d’hôte végétal pourrait 
être inhérent au caractère ancestral de la symbiose (Parniske, 2000). En effet une étude 
moléculaire (Simon et al., 1993) et des données fossiles (Remy et al., 1994) datent les 
premières associations plante/champignon MA au Dévonien (-400 millions d’années). Cette 
période géologique est caractérisée par la colonisation du milieu terrestre par les organismes 
aquatiques et le développement des plantes en milieu terrestre. Il a été observé que de 
nombreuses espèces de mousses pouvaient être colonisées dans leur partie chlorophyllienne 
par des champignons MA des genres Glomus, Paraglomus, Acaulospora et Gigaspora (Zhang  
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Figure I-3 Phylogénie des Gloméromycètes. (D’après Schüβler et al., 2001). 
 
Les champignons mycorhiziens mentionnés dans cette thèse sont signalés par un cadre 
jaune. Les champignons MA Glomus intraradices et Glomus claroideum appartiennent à 2 
groupes de Glomeraceae (Glomerales) différents alors que Gigaspora rosea est très éloigné 
de ces derniers et se retrouve dans la famille des Gigasporaceae (ordre des Diversiporales). 
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et al., 2007). Cependant, en l’absence de données fonctionnelles d’échanges de nutriments, 
certains auteurs suggèrent que dans ce cas le champignon aurait plutôt un comportement 
saprophyte (Davey et al., 2006). Des expériences de co-culture hépatique-champignon in vitro 
réalisées avec les espèces Glomus intraradices, Glomus proliferum et Lunularia cruciata ont 
conduit à la production de spores de ces champignons en grande quantité, suggérant ainsi que 
les hépatiques sont également des hôtes pour les champignons MA (Fonseca et al., 2006). 
Les champignons MA sont des biotrophes obligatoires. Ils dépendent entièrement d’un 
hôte végétal pour leur nutrition carbonée et pour accomplir leur cycle de développement. Ce 
caractère, ainsi que la faible quantité de biomasse produite par ces champignons, constituent 
des freins à l’étude de la symbiose endomycorhizienne par les approches classiquement 
utilisées en biologie. Les champignons MA sont coenocitiques et multinucléés. Une étude 
comparative menée sur 11 espèces de champignons MA appartenant aux grands taxons des 
Gloméromycètes a montré que le nombre de noyaux par spore varie, selon les espèces, de 576 
(Scutellospora castanea) à 3850 (Scutellospora erythropa) (Hosny et al., 1998). La taille 
évaluée des génomes des champignons MA varie de 1058 Mb chez Scutellospora pellucida à 
16.54 Mb chez Glomus intraradices (Hijri et Sanders, 2004). En plus de la grande variabilité 
de taille, les génomes des champignons MA sont très polymorphes à l’intérieur d’un même 
individu (Sanders et al., 1995 ; Trouvelot et al.,1999 ; Gianinazzi-Pearson et al., 2001 ; 
Corradi et al., 2007). Les questions portant sur la ploïdie de leur génome où sur la nature 
homocaryotique ou hétérocaryotique de leurs noyaux ne sont toujours pas tranchées (Kuhn et 
al., 2001 ; Pawlowska et Taylor, 2004, Bever et Wang 2005 ; Hijri et Sanders, 2005). La 
sexualité de ces champignons reste également inconnue. Des événements d’anastomoses ont 
été observés chez les champignons des genres Glomus, Scutellospora et Gigaspora (De la 
Providencia et al., 2004). Ces anastomoses sont plus fréquentes chez le genre Glomus et 
peuvent se produire entre différente espèces de Glomus issues d’un même isolat, conduisant à 
des échanges de noyaux et de cytoplasme (Giovannetti et al., 1999 ; 2001). Néanmoins, la 
compatibilité végétative entre les champignons semble être isolat-spécifique (Giovannetti et 
al., 2003). Ces données et le fait d’observer dans un même hyphe de champignon deux types 
de noyaux (mobiles et immobiles) (Bago et al., 1999 ; Trouvelot et al., 1999) suggèrent que 
des mécanismes complexes existent dans les phénomènes de compatibilité et de brassage 
génétique au sein des populations de champignons MA. Le caractère multinucléé et 
l’apparente absence de sexualité rendent impossibles pour l’instant les approches génétiques 
sur ces organismes.  
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Figure I-4 Cycle de développement des champignons MA. (Modifié d’après Akiyama, 
2007).  
Les spores de champignons MA germent lorsqu’elles se trouvent dans des conditions de 
température et d’hygrométrie optimales (1). Le tube germinatif du champignon se développe 
alors de manière limitée avec une utilisation minimale des réserves (2). Lorsque le 
champignon perçoit la présence d’une plante hôte, il manifeste une réaction typique de 
ramification intense des hyphes appelée « branching » (3). Lorsque le champignon rentre en 
contact avec la racine hôte, il différencie des appressoria à la surface du rhizoderme (cellules 
bleues) (4). Après un développement apoplastique, les hyphes intraracinaires du champignon 
atteignent les cellules corticales (cellules vertes) où ils différencient des structures très 
ramifiées appelées arbuscules (5). Après différentiation des structures intraracinaires, le 
champignon produit des spores à partir de son mycélium extraracinaire (5).  
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 Les réserves disponibles dans les spores et véhiculées dans les hyphes sont à 50% 
constituées par des lipides et plus particulièrement par des triglycérides (Beilby et al., 1980 ; 
Jabaji-Hare et al., 1984 ; Sancholle et al., 2001). Le métabolisme de la synthèse et de la 
dégradation des lipides occupe donc une place centrale chez ces organismes (Bago et al., 
1999, 2000 ; Trépanier et al., 2005, Fontaine et al., 2001). Enfin, la plupart des champignons 
MA de la famille des Gigasporaceae comportent des bactéries endosymbiotiques (Bianciotto 
et al., 2000). Les β-protéobactéries isolées de Gigaspora margarita sont non cultivables 
(Jargeat et al., 2004) et jouent un rôle important dans la croissance pré symbiotique du 
champignon (Lumini et al., 2007).  
Le cycle de développement des champignons MA peut être divisé en 5 grandes étapes 
(Figure I-4). Lorsque les spores, qui constituent les formes de conservation du champignon, 
sont dans des conditions de température et d’hygrométrie satisfaisantes, elles peuvent germer 
en absence d’une plante hôte (Smith et Read , 1997). La croissance du tube germinatif du 
champignon en absence de plante hôte, ou croissance asymbiotique, est limitée dans le temps 
(1 à 3 semaines selon les espèces de champignons MA) et caractérisée par une faible 
utilisation des réserves du champignon (Bécard et Piché, 1989). En absence de plante hôte, la 
croissance s’arrête et des septa se mettent en place à partir des apex cellulaires (Mosse et al., 
1988). Cette septation s’accompagne d’une vacuolisation intense et d’une rétraction du 
cytosol, des noyaux et des mitochondries vers la spore (Logi et al., 1998). 
Le champignon détecte la présence d’une racine hôte grâce à des molécules présentes dans 
les exsudats racinaires. Les hyphes les plus proches des racines vont alors se ramifier de façon 
plus intense. Par la suite, nous nommerons « branching » cette manifestation morphologique, 
caractéristique de la réponse du champignon à la présence d’une racine hôte. Une finalité 
possible du « branching » est d’augmenter les probabilités de contact entre les hyphes du 
champignon et les racines hôtes (Nagahashi et Douds, 2000). Il a été proposé que le 
« branching » était un processus qui marque le passage du champignon dans une phase de 
développement pré symbiotique caractérisée par une prolifération cellulaire accrue et une 
utilisation des réserves principalement lipidiques du champignon (Bécard et al., 2004), 
constituant une véritable « biotrophie sporale ». 
Une fois le contact avec une cellule rhizodermique établi, le champignon forme un 
appressorium. De manière concomitante, un appareil de pré-pénétration, constitué 
essentiellement par des microtubules, des filaments d’actines et du réticulum endoplasmique, 
est mis en place dans la cellule rhizodermique ciblée par le champignon (Genre et al., 2005). 
Celui-ci provoque ensuite une invagination de la paroi et de la membrane plasmique de la  
11 
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cellule rhizodermique. Le champignon se développe alors à l’intérieur d’une sorte de conduit 
entouré par l’appareil de pré-pénétration (Genre et al., 2005). Il est important de noter que le 
champignon se développe de manière apoplastique. La croissance du mycélium intraracinaire 
se poursuit de façon essentiellement intercellulaire jusqu’aux cellules corticales à l’intérieur 
desquelles le champignon va former des structures très ramifiées appelées arbuscules. Le 
développement de l’arbuscule se déroule dans un compartiment résultant de l’invagination de 
la membrane hôte appelée membrane périarbusculaire (Bonfante et Perotto, 1995) ou 
symbiosome (Parniske, 2000). Le symbiosome représente un nouveau compartiment, 
caractérisé par une grande surface d’échange entre les deux partenaires symbiotiques et 
comportant de nombreux transporteurs. L’arbuscule est donc définie comme un lieu 
d’échange privilégié entre la plante et le champignon. La mise en place d’un arbuscule 
s’accompagne de profonds réarrangements dans les cellules corticales (Genre et al., 1998 ; 
Fester et al., 2001). Les arbuscules ne sont pas des structures permanentes, leur 
développement se fait de manière asynchrone et la durée de vie d’un arbuscule est contrôlée 
par la cellule végétale selon des mécanismes mal connus (Fester et al., 2006 ; Walter et al., 
2007). Le développement du mycélium intraracinaire permet la croissance simultanée dans le 
sol du mycélium extra-racinaire et finalement la sporulation.  
 
II. La signalisation entre les partenaires symbiotiques lors des phases 
précoces de l’interaction endomycorhizienne à arbuscules. 
 
De manière similaire à la symbiose fixatrice d’azote impliquant les bactéries du genre 
Rhizobium et les plantes appartenant à la famille des Fabaceae, il est vraisemblable que 
l’établissement de la symbiose endomycorhizienne procède aussi d’un dialogue moléculaire 
entre les deux partenaires, à différentes étapes de l’interaction. La plante déclencherait son 
programme symbiotique après avoir perçu une ou plusieurs molécules diffusibles excrétées 
par le champignon. Ces molécules fongiques seraient synthétisées en réponse à une ou 
plusieurs molécules présentes dans les exsudats racinaires. 
La nature chimique des molécules signal fongiques, appelées facteurs Myc par analogie 
avec les facteurs Nod de la symbiose Rhizobium / légumineuses, est encore inconnue. Des 
approches génétiques ont montré que la cascade de signalisation en réponse aux facteurs Nod 
et aux facteurs Myc était en partie commune, ce qui lui a value le nom de « voie 
symbiotique » (pour revue voir Reinhardt, 2007). Il semblerait que la distinction des  
13 
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partenaires symbiotiques fongiques et bactériens se fasse via les récepteurs de ces facteurs et 
via des différences de signatures calciques (amplitude et fréquence des oscillations) dont le 
décodage détermine soit la mise en place du programme génétique de nodulation soit celui de 
la mycorhization (Navazio et al., 2007, Oldroyd et Downie, 2007). Dans le cas des 
champignons MA, la « voie symbiotique » conduit à la transcription, dans les cellules 
végétales, d’un lot de gènes (Weidmann et al., 2004) dont certains sont spécifiques du genre 
et de l’espèce de champignon MA colonisateur (Massoumou et al., 2007; Feddermann et al., 
2007). 
 
III. Perception de la plante hôte par les champignons MA 
 
Il est connu depuis longtemps qu’après germination, si le champignon MA se développe a 
proximité d’une racine hôte, ses hyphes se ramifient abondamment (« branching ») et sa 
croissance augmente, caractérisant une phase précoce de la symbiose appelée étape pré 
symbiotique (Mosse et Hepper 1975 ; Powell 1976; Bécard and Piché 1989; Giovannetti et al. 
1993, 1994). Plusieurs études ont cherché à déterminer l’origine et la nature des facteurs 
d’origine végétale induisant ce phénomène. Des expériences ont montré que des cultures 
cellulaires de Luzerne, de pomme de terre ou de blé, stimulaient la croissance des 
champignons MA (Carr et al., 1985). D’autre part les cellules de la coiffe, les cellules 
bordantes ou le mucilage des racines sont également connus pour stimuler le « branching » 
des hyphes de Gigaspora gigantea (Nagahashi et Douds, 2004). Cependant, l’essentiel des 
recherches s’est concentré sur les exsudats racinaires et de nombreuses études ont montré 
l’effet inducteur de « branching » et stimulateur de croissance des exsudats racinaires de 
plantes hôtes (Graham et al., 1982 ; Elias et Safir, 1987 ; Bécard et Piché, 1989; Giovannetti 
et al, 1993, Nagahashi et Douds, 2007). Les exsudats des plantes non hôtes sont, en revanche, 
sans effet sur le « branching » et la croissance des hyphes (Gianinazzi-Pearson et al., 1989; 
Bécard et Piché 1990; Giovannetti et al., 1994; Giovannetti et Sbrana, 1998) ou présentent des 
effets inhibiteurs (Koide et Schreiner 1992; Vierheilig et Piché 1995). De plus, une synergie 
entre les exsudats racinaires et le CO2 a été observée lors de la croissance pré symbiotique des 
champignons MA (Bécard et al., 1989). 
L’identification des molécules responsables de la perception de l’hôte par les 
champignons MA a fait l’objet de nombreux travaux et se poursuit encore actuellement. Les 
flavonoïdes constituent une des principales classes de composés dont on soupçonne qu’ils  
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sont impliqués dans plusieurs phases de développement de la symbiose (Shaw et al., 2006). 
Ces composés sont connus pour être présents dans les exsudats racinaires de plantes et pour 
être impliqués dans d’autres interactions plantes-microorganismes, comme la symbiose 
fixatrice d’azote, impliquant les bactéries du genre Rhizobium (Phillips et Tsai, 1992). 
L’action des flavonoïdes sur les champignons MA a tout d’abord été testée in vitro avec des 
molécules commerciales. Des effets stimulateurs (Gianinazzi-Pearson et al., 1989 ; Tsai et 
Phillips, 1991 ; Bécard et al., 1992 ) ou inhibiteur (Bécard et al., 1992) de ces molécules sur la 
croissance des champignons MA ont été montré. Puis les flavonoïdes ont été recherchés dans 
des exsudats de plantes ayant une action élicitrice de « branching » et de croissance des 
hyphes (Bécard et al., 1995 ; Vierheilig et al., 1998 ; Akiyama et al., 2002). Des études 
récentes ont également montré que ces composés affectent la croissance pré symbiotique des 
champignons MA de manière espèce et genre dépendante (Scervino et al., 2005). Il semble 
toutefois que, lorsqu’il y a un effet positif des flavonoïdes sur la croissance pré symbiotique 
du champignons partenaire, cela ne se traduise pas par une augmentation de la colonisation 
des racines par les champignons MA, indiquant l’existence de mécanismes complexes de 
régulation de la colonisation (Scervino et al., 2007). Cependant, le fait que des mutants de Zea 
mays déficients en chalcone synthase, enzyme clé de la synthèse des flavonoïdes, n’aient 
présentés aucun défaut de mycorhization, a permis de conclure que les flavonoïdes n’étaient 
pas indispensables à l’établissement de la symbiose (Bécard et al., 1995). 
Plusieurs travaux ont montré que les hormones végétales de croissance (auxines, 
gibbéréllines, cytokinines, acide abscissique, éthylène, brassinolides) ainsi que les hormones 
de défenses (acide jasmonique et acide salicylique) affectent la mycorhization et que, 
réciproquement, la présence du champignon dans les racines engendre des variations de 
concentration des hormones végétales (Hause et al., 2006 ; Herrera-Medina et al., 2007). Une 
application exogène d’auxines sur les racines augmente la vitesse de mycorhization (Kaldorf 
et al., 2000 ; Fitze et al., 2005). En revanche, une application exogène d’acide salicilique n’a 
aucun effet sur le niveau de mycorhization (Blilou et al., 2000). L’éthylène semble, quant à 
lui, jouer un rôle inhibiteur dans l’établissement de la mycorhization (Azcón-Aguilar et al., 
1981 ; Geil et al., 2001), peut être en raison de son action antagoniste de l’acide abscissique 
(Herrera-Medina et al., 2007). Le dosage des hormones végétales dans les racines de plantes 
mycorhizées a fait apparaître une augmentation des concentrations en cytokinines, 
gibbéréllines, auxine, acide abscissique et acide jasmonique ainsi qu’une diminution de la 
concentration d’acide salicylique (pour revue voir Hause et al., 2006). Les variations de 
concentrations d’éthylène dans la plante semblent dépendre des associations fongiques et il  
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est difficile de généraliser les augmentations parfois observées. Il semble que les fluctuations 
hormonales mesurées pendant la mycorhization agissent principalement sur le partenaire 
végétal puisque aucun effet positif direct de ces hormones sur le champignon (« branching ») 
n’a pu être montré (Buée et al., 2000). Alors que les données bibliographiques mentionnées 
ci-dessus permettent de soupçonner plusieurs rôles régulateurs joués par des flavonoïdes très 
spécifiques ou certaines hormones végétales dans des interactions mycorhiziennes associant 
certaines plantes avec certains champignons, aucune de ces données ne mettent en évidence 
l’existence d’un métabolite (ou classe restreinte de métabolites) racinaire, servant aux 
champignons MA de signal universel de reconnaissance de l’hôte.  
Des approches analytiques plus détaillées, réalisées à partir d’exsudats de racines de 
Daucus carota, Lycopersicon esculentum (plantes hôtes) ont permis l’obtention de fractions 
hydrophobes, élicitrices du « branching » et de la croissance des hyphes de Gigaspora 
gigantea (Nagahashi et Douds, 1999, 2000). Une purification réalisée à partir d’exsudats de 
racines de Daucus carota, issues de la transformation par Agrobacterium rhizogenes, a 
conduit à l’isolement d’une fraction HPLC capable d’induire le « branching » de Gigaspora 
gigantea aussi bien qu’une racine hôte vivante (Buée et al., 2000). Cette fraction semi purifiée 
d’exsudats racinaires, encore appelée « branching factor » (BF) a également été isolée, selon 
le même protocole, à partir d’exsudats racinaires issus de plusieurs autres plantes hôtes et de 
mutants déficients en chalcone synthase, montrant ainsi que le BF était composé de molécules 
différentes des flavonoïdes (Buée et al., 2000). Les analyses ont montré que le BF devait agir 
à de très faibles concentrations et comporter des molécules lipophiles, de poids moléculaire 
inférieur à 500 Da, confirmant les résultats obtenus par Giovannetti et al. (1996). Leur 
absorbance dans l’UV était faible, avec un maximum toutefois compris entre 240 et 305 nm. 
La nature de ces molécules restait cependant inconnue. 
Les champignons MA ne sont pas les seuls biotrophes obligatoires de la rhizosphère pour 
lesquels une perception efficace de l’hôte est une composante vitale de leur cycle de 
développement. En effet, les graines de plantes parasites des genres Striga et Orobanche sont 
incapables de germer en absence de composés exsudés par les racines. Nous allons voir que 
cette nouvelle interaction biotique a été une source d’inspiration importante pour le travail de 
thèse présenté ici. 
 
IV. Les strigolactones et les plantes parasites des genres Striga et Orobanche 
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Figure I-5 Cycle de développement des plantes parasites des genres Striga et Orobanche. 
(D’aprè Dubé et al., 2001).  
Après une phase de conditionnement (imbibition), les graines germent après la perception de 
stimulants de germination exsudés par les racines de la plante hôte. Après une croissance 
dirigée, les plantes parasites différencient un haustorium qui joue un rôle important dans 
l’accrochage puis la pénétration de la racine hôte. Lorsque le parasite a atteint les tissus 
conducteurs de l’hôte, il différencie ses propres structures de conduction ainsi qu’un tubercule 
d’où émergera la plantule de Striga ou d’Orobanche. Après floraison et pollinisation le plus 
souvent par autogamie, de nouvelles graines sont formées. 
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 Les plantes du genre Striga comptent vingt-huit espèces dont cinq causent des dégâts 
considérables sur les cultures céréalières d’Afrique sub-saharienne. On compte plus de cent 
espèces d’Orobanche mais seules quatre attaquent les grandes cultures. Malgré des 
répartitions géographiques et des spectres d’hôtes différents, les plantes des genres Striga 
(Scrophulariaceae) et Orobanche (Orobanchaceae) partagent de nombreux caractères 
biologiques communs. Les deux genres sont constitués uniquement de plantes parasites 
dépourvues de racines. Ces plantes sont donc exclusivement dépendantes d’un hôte végétal 
pour leur nutrition minérale et hydrique (et même carbonée dans le cas des Orobanches), 
c’est-à-dire pour accomplir leur cycle de vie et de reproduction : ce sont, comme les 
champignons MA, des biotrophes obligatoires. Leur cycle de développement est très bien 
connu (Figure I-5) et coordonné avec les conditions environnementales locales. Par exemple, 
les graines de Striga requièrent une longue période de maturation en conditions chaudes et 
sèches de 6 à 7 mois qui coïncide avec la saison sèche durant laquelle aucune culture n’est 
présente. Les graines ne peuvent germer ensuite qu’après une période d’imbibition de 10 à 21 
jours appelée période de conditionnement, au début de la saison des pluies, coïncidant avec la 
plantation des cultures hôtes. Les graines ne germent effectivement que si elles sont à moins 
de 2 mm d’une racine hôte. Le parasite perçoit son hôte grâce à des molécules présentes dans 
les exsudats racinaires. Cette première phase de reconnaissance est cruciale à la germination 
des graines car celles-ci, de très petite taille (200 à 350 µm de longueur pour un poids de 4 à 7 
µg), ne possèdent pas de réserves et ne survivent que quelques jours en absence de l’hôte, si 
leur germination est déclenchée. Si la graine est située à trop grande distance pour percevoir 
les composés exsudés, elle entre en « dormance humide » et devra passer par une phase de 
séchage et de reconditionnement pour germer (Doggett, 1984 ; Patterson, 1987). La 
germination (émergence de la radicule) ne se fait qu’après 2 à 5 jours d’exposition aux 
stimulants de germination. La croissance de la radicule est probablement orientée en fonction 
d’un gradient de concentration de stimulants de germination (Sallé et Raynal-Roques, 1989; 
Thalouarn et Fer 1993).  
Le développement des plantes parasites est guidé par de nombreux signaux émis par 
l’hôte (pour revue voir Bouwmeester et al., 2003). En particulier, la germination des graines 
de plantes parasites peut être stimulée par une large gamme de composés comportant des 
molécules naturelles comme des régulateurs de croissance (cytokinines, éthylène), des 
métabolites secondaires présents dans les exsudats racinaires, comme la sorgoleone, des 
sesquiterpènes lactones et les strigolactones. Au début de cette thèse, seules les 4 
strigolactones naturelles représentées sur la Figure I-6 étaient connues (le strigol, la  
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Figure I-6 Les strigolactones naturelles et leurs analogues de synthèse GR24 et GR7 
(D’après Akiyama, 2007). 
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sorgolactone, l’alectrol et l’orobanchol). L’occurrence de ces molécules chez des 
monocotylédones et chez des dicotylédones suggérait une très large répartition de ces 
molécules chez les plantes. Le strigol fut le premier stimulant de germination isolé et 
caractérisé avec une activité sur les graines de plantes parasites à des concentrations 
inférieures à 10-11M (Cook et al., 1966). Cette molécule fut isolée à partir des exsudats 
racinaires de 300 000 plantes de cotonnier, une espèce non-hôte pour les Striga. Cela 
suggérait une activité à très faible concentration dans les sols. Des composés chimiques sont 
également efficace sur la germination de ces graines comme l’hypochlorure de sodium, le 
thidiazuron et des analogues de synthèse des strigolactones, les composés GR pour 
« germination releaser » (Dubé et Olivier, 2001). 
Plusieurs analogies éco- physiologiques et biochimiques entre les événements de 
développement précoces des plantes parasites et ceux des champignons MA méritent d’être 
notées.  
 
1) Les graines de plantes parasites comme les spores pré germées de 
champignon MA vivent dans le sol et requièrent la proximité d’un hôte 
végétal pour accomplir leur cycle de développement (biotrophie 
obligatoire). 
2) Les formes de propagation (graines et spores) des deux groupes 
d’organismes ne déclenchent leur croissance qu’après avoir perçu certaines 
molécules produites par les racines de la plante hôte. 
3) Les molécules recherchées dans le cas du BF ne sont pas des flavonoïdes et 
doivent être présentes chez une large gamme d’espèces végétales.  
4) Les strigolactones responsables de la germination des graines de plantes 
parasites et le BF actif sur les champignons MA partagent des propriétés 
biochimiques communes. Ils sont lipophiles, de faible poids moléculaire, 
absorbent les UV dans les mêmes plages et sont actifs à faible concentration. 
On les extrait et purifie par HPLC avec des protocoles très similaires. 
 
Ces constatations ont conduit à l’hypothèse selon laquelle la ou les molécules actives 
présentes dans le BF pourraient être des strigolactones. 
Pendant le déroulement de cette thèse les connaissances sur les strigolactones ont 
progressé et ont conduit à l’identification de nouvelles molécules (Akiyama et al., 2005 ; Xie 
et al., 2007). Les strigolactones seraient des apocaroténoïdes dérivés de la voie du  
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Figure I-7 Voie de biosynthèse putative des strigolactones. (D’après Bouwmeester et al., 
2007).  
Les enzymes impliquées dans la voie de biosynthèse sont des carotenoid cleavage 
dioxygenase (CCD); la geranylgeranyl diphosphate synthase (GGDP synthase); des 9-cis-
epoxycarotenoid dioxygenase (NCED). Les intermédiaires de biosynthèse sont: le 
dimethylallyl diphosphate (DMADP), le geranylgeranyl diphosphate (GGDP) et l’isopentenyl 
diphosphate (IDP). 
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methylérythritol phosphate (voie MEP) se déroulant dans les plastes (Figure I-7, Matusova et 
al., 2005 ; Bouwmeester et al., 2007). Les cycles ABC dérivent de cette voie de biosynthèse 
dont une partie serait commune à celle de l’acide abscissique. Le cycle D qui dériverait du 
diméthylallyl diphosphate serait ensuite ajouté au squelette ABC. L’origine pour partie 
plastidiale de ces molécules suggère qu’elles sont synthétisées par toute la lignée verte ce qui 
coïncide avec la très large compatibilité d’hôte des champignons MA. Il est alors possible que 
les plantes parasites aient détourné à leur profit une signalisation plus ancestrale (Akiyama et 
al., 2006 ; Bouwmeester et al., 2007).  
Les récepteurs des strigolactones ne sont pas connus. Cependant, un mécanisme 
d’action des strigolactones a été proposé (Mangnus et Zwannenburg, 1992). Les cycles C et D 
seraient requis pour l’activité stimulatrice chez les plantes parasites. Néanmoins, lors d’une 
étude récente réalisée avec de nouvelles molécules de synthèse, Kondo et al. (2007) ont 
montré que l’hydrolyse de la liaison lactone entre les cycles C et D n’était pas indispensable à 
l’action des strigolactones. Les mécanismes d’action précis des strigolactones sur les 
champignons MA sont, à ce jour, inconnus.  
 
V. Les marqueurs précoces de la perception de l’hôte par un champignon 
MA, Gigaspora rosea. 
 
V.1. Le bioessai de ramification 
 
Lors de sa thèse, Marc Buée (2000) a mis au point un bioessai inspiré de celui de 
Nagahashi et al. (1999). Celui-ci consiste à exploiter la réponse caractéristique de 
« branching » des hyphes des champignons MA lorsqu’ils se trouvent au voisinage d’une 
racine hôte, ou lorsqu’ils sont traités par des exsudats racinaires d’une plante hôte. Ce bioessai 
a été utilisé dans les travaux présentés ci-après, et est souvent considéré comme un test de 
référence pour l’activité biologique de molécules inductrices de la phase pré symbiotique. 
C’est pourquoi nous allons en détailler le principe ici. Des spores de G. rosea sont mises à 
germer sur un milieu M solide, contenant 10 µM de quercétine, un flavonoïde inducteur de la 
germination et favorisant la croissance des hyphes de ce champignon. Après 4 à 5 jours de 
croissance dans une étuve à CO2 (2 %) et une température de 30 °C, les tubes germinatifs 
(généralement un par spore) ont atteint une longueur de 3 à 4 cm. Les spores germées sont 
alors traitées soit par du solvant (témoin négatif) soit par les différentes molécules dont on  
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souhaite tester l’activité sur le champignon (essai). Solvant ou fractions à tester sont déposés à 
raison de 5 µl par puits dans deux puits creusés dans la gélose de part et d’autre de l’apex du 
tube germinatif. Les spores pré germées sont remises à germer pendant 24h dans les mêmes 
conditions puis un comptage des hyphes latéraux formés durant ces 24 h de traitement est 
réalisé.  
 
V.2. Les mitochondries : un marqueur cytosolique précoce de la perception de l’hôte. 
 
Des analyses d’expression géniques non ciblées ont été menées sur des spores de G. 
rosea en croissance asymbiotique et ont montré que plusieurs gènes impliqués dans le 
métabolisme mitochondrial étaient induits en réponse au BF (Tamasloukht et al., 2003). Le 
rôle de ces organites dans les mécanismes de réponse au BF a alors été étudié plus en détail. Il 
a été observé une augmentation de la consommation en oxygène après 3h de traitement et 
surtout des changements de morphologie des mitochondries après 5 h. Après un traitement par 
le BF, les mitochondries passent en effet d’une morphologie ovoïde à une forme plus 
allongée, en bâtonnet. 
Les mitochondries chez les champignons peuvent avoir des morphologies très 
variables. Chez Saccharomyces cerevisiae, elles se présentent sous la forme d’un réseau qui 
se réparti entre les deux cellules filles au moment de la division, et chez les champignons 
filamenteux elles ont plutôt une forme de bâtonnet (Westermann et al., 2002). Chez Paxillus 
involutus, un champignon ectomycorhizien, les mitochondries sont sous forme de réseau 
filamenteux (Tuszynska, 2006). Cependant, en réponse à un stress par des métaux lourds 
comme le nickel, elles adoptent une morphologie ovoïde, qui traduit vraisemblablement une 
forte diminution de fonctionnalité (Tuszynska, 2006). Les mitochondries sont des organites 
connus pour présenter une grande dynamique. Elles ne peuvent pas être synthétisées de novo 
mais leur multiplication résulte de phénomènes de fusion et de fission. Elles sont 
communément considérées comme les « centrales énergétiques des cellules ». Cependant ce 
n’est pas le seul rôle de ces organelles qui, de par leur importance dans le maintien de 
l’homéostasie rédox et calcique de la cellule, sont aussi considérées comme de véritables 
plate-formes de signalisation (Mc Bride et al., 2006). Contrairement aux mitochondries 
présentes chez les animaux, les mitochondries de champignon possèdent des chaînes de 
transfert des électrons très variables selon les espèces, qui peuvent présenter une ou plusieurs 
NADH déshydrogénase alternative et dans de nombreux cas, une oxidase alternative (AOX)  
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(Joseph-Horne et al., 2001). Bien que les fonctions de ces complexes enzymatiques ne soient 
pas totalement élucidées les AOX pourraient jouer un rôle important dans la détoxifications 
des espèces activées d’oxygène (ROS). Elles sont aussi impliquées dans la germination des 
conidies de certains champignons (Avila-Adame et al., 2003) et dans la résistance à des 
fongicides (Miguez et al., 2004). Ces voies de respiration « ramifiées » confèrent donc aux 
champignons un avantage adaptatif dans la colonisation de leur milieu (Helmerhorst et al., 
2005 ; Juarèz et al., 2006).  
Le changement de morphologie du mitochondriome observé chez G. rosea en réponse 
au BF peut être observé tout au long du mycélium. Cette réaction, précédant de plusieurs 
heures la réponse de « branching », constitue donc un marqueur cytologique précoce pour la 
détection des molécules actives présentes dans les exsudats racinaires.  
 
VI. Objectifs du travail de thèse 
 
 Ainsi, au début de ces travaux, l’identité chimique du BF capable de provoquer la 
réponse de « branching » et les changements morphologiques des mitochondries était 
inconnue. L’activité sur le « branching » des analogues de synthèse des strigolactones, le 
GR24 et le GR7, avait été testée de manière préliminaire. Leur action positive sur l’induction 
du « branching » chez G. rosea d’une part et le fait que le la fraction active d’exsudats 
racinaires (BF) induise la germination des graines de plantes d’Orobanche d’autre part, ont été 
les premiers arguments expérimentaux qui nous ont conduit à suspecter la présence de 
strigolactones comme molécules actives du BF. Les effets stimulateurs des strigolactones lors 
des phases pré symbiotiques et, potentiellement, dans l’établissement de la symbiose, ont 
conduit au dépôt d’un brevet (Bécard et al., 2005 WO Patent 2005/077177 A2). Néanmoins, 
la présence des strigolactones dans le BF purifié à partir des exsudats racinaires restait à 
démontrer.  
 Dans les travaux présentés ici, la présence de strigolactones naturelles dans le BF 
isolées des exsudats racinaires de plante hôte, a été démontrée. Les effets sur les champignons 
MA des strigolactones naturelles et ceux provoqués par des analogues de synthèse ont été 
comparés à ceux obtenus en réponse au BF. La spécificité d’action de ces molécules et leur 
spectre d’action sur les champignons MA ont été déterminés. Les effets du GR24 sur les 
changements de morphologie mitochondriale ont été étudiés en détail. L’influence du GR24 
sur le contenu protéique des mitochondries a également été évaluée. L’ensemble des résultats  
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démontre que les strigolactones étaient bien, dans le BF, les molécules responsables du 
«branching » et de la réponse mitochondriale. Ces résultats ont été publiés dans le journal 
PLoS biology et sont présentés dans le chapitre II. 
Les mitochondries jouant un rôle majeur dans la production d’énergie à partir du 
catabolisme lipidique, ce dernier ayant été proposé comme activé par les exsudats racinaires 
(Bécard et al., 2004), nous avons ensuite étudié plus précisément les modifications du 
métabolisme mitochondrial aux stades très précoces de la réponse au GR24. Puis, dans un 
second temps, nous nous sommes intéressés aux conséquences à plus long terme de 
l’activation du métabolisme mitochondrial à l’échelle de l’organisme. Ces résultats ont fait 
l’objet d’une publication soumise au journal Plant Physiology, actuellement en cours de 
révision, et présentée dans le chapitre III. 
Afin de déterminer si les changements cellulaires et physiologiques étaient 
accompagnés d’une modification significative de l’expression des gènes du métabolisme 
mitochondrial chez G. rosea, le séquençage d’une banque soustractive réalisée en présence de 
GR24 a été entrepris. La collection d’ESTs générée a permis d’étudier l’expression ciblée des 
gènes impliqués dans le métabolisme mitochondrial et la croissance (chapitre IV). 
Enfin, une étude plus centrée sur la phosphorylation oxydative mitochondriale a 
finalement été réalisée afin de renforcer les corrélations préalablement établies entre la 
réponse de « branching », la réorganisation mitochondriale et son activité productrice 
d’énergie (chapitre V). 
 
 
31 
  
 
 
32 
Chapitre II Strigolactones et champignons MA 
 
- Chapitre II - 
Mise en évidence et caractérisation de l’action stimulatrice des 
strigolactones sur les champignons endomycorhiziens à arbuscules. 
 
I. Introduction 
 
 Lorsque les champignons endomycorhiziens à arbuscules perçoivent la présence d’une 
plante hôte, ils manifestent un changement morphologique caractérisé par une ramification 
intense de leurs hyphes, (Mosse et al., 1975; Giovannetti et al., 1994). Cette ramification 
(« branching ») augmente les chances de contacts physiques entre le champignon et la racine, 
précédant la pénétration du champignon dans le cortex racinaire. Il a été montré que les 
facteurs inducteurs d’une telle réponse étaient contenus dans les exsudats racinaires (Mosse et 
al., 1975; Bécard et al., 1989 ; Giovannetti et al., 1994 ; Nagahashi et al., 1999 ; Buée et al., 
2000 ). La même réaction de « branching » a pu être obtenue in vitro en soumettant des spores 
germées de Gigaspora sp. à des exsudats racinaires semi purifiés. Les premières analyses 
physicochimiques de cette fraction d’exsudats ont montré qu’elle comportait une ou plusieurs 
molécules lipophiles, de poids moléculaire inférieur à 500 Da (Buée et al. 2000). L’étude de 
la réponse du champignon a permis de mettre en évidence une induction transcriptionnelle 
très précoce de gènes codant pour des protéines mitochondriales (1h30), une augmentation de 
la respiration cellulaire (3h) et une augmentation de la biogenèse mitochondriale (5h) ; ces 
événements précédant largement la réponse morphologique qui n’intervient qu’au bout de 
24h. 
La relation entre la plante via ses exsudats racinaires et les champignons MA présente 
des analogies avec les relations plantes/ plantes parasites. En effet, la germination des graines 
de plantes parasites des genres Striga et Orobanche, également organismes biotrophes 
obligatoires, est exclusivement dépendante de la présence de stimulants de germination issus 
des exsudats racinaires de la plante hôte. Parmi ces derniers, les strigolactones jouent un rôle 
majeur dans l’induction de la germination des graines de Striga et d’Orobanche. Ce sont des 
molécules de faible poids moléculaire, lipophiles et présentes à faible concentration dans les 
sols.  
Nous avons alors vérifié l’hypothèse selon laquelle les strigolactones pourraient aussi 
stimuler la germination des champignons MA. Nous avons montré qu’une fraction d’exsudats 
racinaires active sur les champignons MA était aussi capables de stimuler la germination des  
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Figure II-1. La réponse morphologique de « branching ».  
A/ Micrographie montrant la réponse morphologique obtenue chez Gigaspora gigantea en 
réponse au branching factor par Buée et al., 2000. Barre = 200 µm. B-E: Réponses 
morphologiques obtenues après 24h de traitement des tubes germinatifs de G. rosea à (B) 
l’acétone 0.001%, (C) aux exsudats racinaires bruts issus de cultures de Daucus carota 
« hairy roots », (D) de Sorgolactone à 10-11 M ou (E) de GR24 10-8 M. Barres = 1cm. Les 
flèches indiquent les puits dans lesquels ont été injectées 5µl des solutions à tester. 
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graines d’Orobanche. Nous avons révélé la présence d’une strigolactone (la sorgolactone) 
dans une fraction d’exsudats racinaires préparée à partir de sorgho et active sur les 
champignons MA. Au même moment une étude montrait qu’une strigolactone, le 5-desoxy 
strigol, purifiée à partir d’exsudats racinaires de Lotus japonicus, était capable d’induire le 
« branching » de G. rosea (Akiyama et al., 2005). Les mêmes auteurs ont également mis en 
évidence l’activité d’un analogue de synthèse des strigolactones, le GR24, sur le 
« branching » du champignon. De manière plus approfondie, nous avons vérifié que l’activité 
biologique du GR24 mimait parfaitement celle des exsudats racinaires, particulièrement au 
niveau mitochondrial. 
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II. Article 
 
Strigolactones stimulate arbuscular mycorrhizal fungi by activating 
Mitochondria 
 
Besserer A., Puech-Pagès V., Kiefer P.*, Gomez-Roldan V., Jauneau A†, Roy S., Portais 
JC.*, Roux C., Bécard G., Séjalon-Delmas N. Plos biology 4: e226 (2006). 
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III. Conclusion 
 
Ces travaux ont montré que : 
 
- le facteur de « branching » de Sorghum bicolor, une monocotylédone, contient de la 
sorgolactone, une strigolactone.  
- les strigolactones testées stimulent fortement et rapidement la prolifération cellulaire 
de Gigaspora rosea jusqu’à des concentrations de 10−13 M. Cet effet est spécifique des 
strigolactones car les autres molécules, connues pour être des stimulants de la 
germination des graines de plantes parasites, telles que les sesquiterpernes lactones, 
sont sans effet sur le champignon. 
- dès 1 h de traitement au GR24, la densité des mitochondries augmente dans les hyphes 
et s’accompagne d’une réorganisation du mitochondriome (passage de mitochondries 
rondes à des organites bacilliformes) et d’une modification des mouvements 
mitochondriaux. 
- Les strigolactones stimulent la germination des spores de 2 autres champignons MA 
phylogénétiquement distincts et éloignés de G. rosea, Glomus intraradices et Glomus 
claroideum. Cet effet sur la germination est également associé à une augmentation 
rapide de la densité mitochondriale et de la respiration cellulaire chez Gl. intraradices.  
 
Ces données montrent que les strigolactones ont des effets similaires à ceux observés en 
réponse aux exsudats racinaires. Du fait de leur action sur des champignons très éloignés 
phylogénétiquement, les résultats obtenus peuvent être généralisés à l’ensemble des 
champignons MA. Cela permet de conclure que les strigolactones sont des signaux 
d’origine végétale importants dans la rhizosphère puisqu’ils stimulent à la fois la 
croissance pré symbiotique des champignons MA et la germination des graines de plantes 
parasites. 
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- Chapitre III - 
 Caractérisation de la réponse au GR24 : de l’induction du métabolisme 
mitochondrial à la régulation génique tardive. 
 
I. Introduction 
 
Nous avons montré dans le chapitre II que les strigolactones étaient capables, à elles 
seules, de provoquer les réponses morphologiques (« branching ») et mitochondriales 
observées en réponse aux exsudats racinaires par Tamasloukht et al. (2003). De plus, une plus 
grande abondance de protéines mitochondriales : la cytochrome c oxydase (codée par le 
génome mitochondrial) et la porine (codée par le génome nucléaire) a été mise en évidence 
après 1 et 5h de traitement par le GR24. Ces réorganisations ont été corrélées à une 
augmentation de la respiration cellulaire mesurée après 5h de traitement. Ainsi, de manière 
analogue à la réponse aux exsudats racinaires, les mitochondries semblent occuper une place 
centrale dans la réponse très précoce des champignons MA aux strigolactones. Or les lipides 
représentent la forme majoritaire de stockage du carbone chez les champignons MA et les 
mitochondries sont le siège principal de la dégradation des acides gras. Nous pouvons faire 
l’hypothèse que leur activation et celle étroitement corrélée du catabolisme du champignon 
sont à l’origine de la prolifération cellulaire (« branching ») observée en réponse au GR24 
(chapitre II).  
L’objectif de l’article qui suit était de commencer à valider cette hypothèse en 
caractérisant plus précisément le rôle des mitochondries dans la réponse aux strigolactones 
chez G. rosea. Par différentes approches, cellulaire, biochimique et moléculaire, nous avons 
donc cherché à déterminer si la réorganisation du mitochondriome observée au chapitre II en 
réponse au GR24 s’accompagnait de changements métaboliques reflétant une activation du 
catabolisme. Une première analyse des régulations transcriptionnelles et mitotiques en jeu ont 
également été abordées. 
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II. Article  
GR24, a synthetic analogue of strigolactones, stimulates the mitosis and 
growth of the arbuscular mycorrhizal fungus Gigaspora rosea by boosting 
its energy metabolism. 
Besserer Arnaud, Bécard Guillaume, Roux Christophe, Jauneau Alain and Séjalon-Delmas 
Nathalie. (Soumis au journal “Plant Physiology”, en cours de révision). 
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Abstract: 
 
Arbuscular mycorrhizal (AM) fungi are obligate biotrophs that participate in a highly 
beneficial root symbiosis with 80 % of land plants. Strigolactones are trace molecules in plant 
root exudates that are perceived by AM fungi at sub nanomolar concentrations. Within just a 
few hours, they were shown to stimulate fungal mitochondria, spore germination and 
branching of germinating hyphae. In the present study in Gigaspora rosea we show that 
treatment of Gigaspora rosea with a strigolactone analogue (GR24) causes a rapid increase in 
the NADH concentration, the NADH dehydrogenase activity and the ATP content of the 
fungal cell. The fully and rapidly (within minutes) activated oxidative metabolism does not 
require new gene expression. Up-regulation of the genes involved in mitochondrial 
metabolism and hyphal growth, and stimulation of the fungal mitotic activity, take place five 
days after this initial boost to the cellular energy of the fungus. Such a rapid and powerful 
action of GR24 on G. rosea cells suggests that strigolactones are important plant signals 
involved in switching arbuscular mycorrhizal fungi towards full germination and a pre-
symbiotic state. 
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Introduction 
 
Arbuscular mycorrhizal (AM) fungi are soil-borne microorganisms living 
symbiotically with most land plants and in most ecosystems (Smith and Read, 1997). They 
are generally highly beneficial for plant nutrition and survival, thus explaining their 
remarkably large ecological occurrence. They have been living in close association and have 
co-evolved with plants for more than 400 MY (Simon et al., 1993; Remy, 1994). Beyond the 
obvious utility of studying AM symbiosis for ecological and agronomical reasons, a more 
fundamental, interest has emerged. It is expected that several signalling mechanisms involved 
in the establishment of AM symbiosis have been conserved in the plant kingdom by radiation 
during plant evolution and that they were then exploited by more recent plant biotic 
interactions. Several examples of this have recently been reported, strongly suggesting that 
interactions between plants and nitrogen-fixing bacteria, nematodes and parasitic plants such 
as Striga spp. and Orobanche spp. exploit ancestral recognition mechanisms, first developed 
for AM fungus symbiosis (Paszkowski, 2006; Bouwmeester et al., 2007). 
AM fungi are obligate biotrophs (meaning they must get carbon from their host to 
complete their life cycle) and host recognition is a crucial step for their survival. Spores of 
AM fungi can germinate spontaneously but they will produce extremely limited hyphal 
growth unless they perceive the presence of a host plant. In the vicinity of host plant roots, 
prior to any contact, the fungus forms characteristic hyphal ramifications (Mosse et al., 1975; 
Giovannetti et al., 1994 ). Its overall growth is also stimulated as is the utilization of its stored 
carbon (Bécard and Piché, 1989). The characteristic hyphal branching was used as a sensitive 
bioassay to purify and characterize active root-exuded molecules (Buée et al., 2000).  
Strigolactones, previously characterized as seed germination stimulants of the parasitic 
plants Striga and Orobanche (Cook et al., 1966; Bouwmeester et al., 2003), were isolated and 
characterized as active molecules on spore germination, hyphal branching and growth of AM 
fungi (Akiyama et al., 2005; Besserer et al., 2006). They have been shown to be active at sub-
picomolar concentrations and are suspected to play a crucial role in establishing symbiosis. 
Maize plants thought to have impaired strigolactone production were shown to have fewer 
mycorrhiza (Gomez-Roldan et al., 2007).  
In seeds of Striga spp and Orobanche spp, the isolation of strigolactone receptors has 
remained elusive and their subcellular location is still unknown despite several structure-
function studies (Mangnus et al, 1992; Mangnus and Zwanenburg, 1992). In Striga 
hermonthica it was proposed that strigolactones act as elicitors of ethylene biosynthesis,  
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leading to subsequent seed germination (Logan and Stewart, 1991). In AM fungi, 
strigolactones were shown to induce changes in shape, density and motility of mitochondria 
after one hour of treatment (Besserer et al., 2006).  
The objective of the present study was to examine the role of mitochondria as an early 
target of strigolactone signalling. The data support the extremely rapid and important role of 
mitochondria in the fungal response to strigolactones, both for energy metabolism and life-
cycle control. 
 
Results 
 
GR 24 rapidly increases NAD(P)H synthesis in Gigaspora rosea 
 
In order to monitor changes in the redox potential of cells of G. rosea, we carried out 
real-time kinetic study of NAD(P)H in living hyphae after induction with GR24. GR24 is a 
chemical analogue of strigolactones. Available commercially, it is a little less active than 
natural strigolactones (Besserer et al., 2006). The strong and characteristic autofluorescence 
of NAD(P)H makes it possible to monitor fluctuations of its concentration in living cells 
(Cardenas et al., 2006; Shuttleworth et al. 2003; Chance et al., 1962). To minimize the non-
specific autofluorescence background, we used young germinating spores (with a maximum 
of 2 branches on the germ tube). Taking advantage of the λ-scan module of the confocal 
microscope, we tested the spectral specificity of the fluorescence obtained by comparing the 
emission spectrum of G. rosea treated hyphae to that of a standard NADH solution. The 
results plotted in Figure 1A show maxima at 450 nm for signals acquired from three hyphae 
representing three independent experiments and at 480 nm for NADH, which is consistent 
with the literature data (Anderson et al., 1998; Wu et al., 2006). The 30 nm shift of the 
emission intensity peak with respect to the standard NADH solution has already been 
described as a normal phenomenon due to the cellular environment (Liang et al., 2007).  
To determine where and how NAD(P)H fluctuations occur, we acquired fluorescence 
images of 115 µm long hyphal tips (3 independent experiments for each treatment), with a 
wide-field microscope, in a kinetics experiment (Figure 2). The amount of NAD(P)H 
remained constant in control hyphae (Figure 2 B-F) while a strong increase in fluorescence 
level was observed in GR24-treated hyphae (Figure 2 H-L). The accumulation mainly 
occurred within the first 20 µm behind the hyphal tip, the region of highest mitochondrial  
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density (Figure S1). Fungal viability was not affected by UV illumination as cytoplasmic 
movement of vesicles and hyphal growth were still visible at the end of the experiments.  
The accumulation kinetics of NAD(P)H was then determined in the tip region of G. rosea 
hyphae treated with GR24 (Figure 1B). A significant NAD(P)H increase was observed within 
5 minutes. Maximum intensities were reached 10 to 15 min after GR24 addition. This 
increase is followed by a stationary phase after 20 to 30 min. 
 
GR24 triggers an increase in NADH dehydrogenase activity 
 
In order to verify that the newly synthesized NADH pool is used in the respiratory 
chain, we compared the activity of NADH dehydrogenase in control and treated hyphae using 
the cytochemical approach described by McDonald and Lewis (1978). The basic principle of 
this method is that for each NADH oxidized by NAD(P)H oxidase, electrons are transferred to 
nitro-blue tetrazolium (NBT) which, in turn, forms blue precipitates. This allowed us to 
measure mitochondrial NADH dehydrogenase activity in situ at the cellular and regional 
levels according to the widely used histochemical method developed by Pearse (1968). 
Microscopic observations (Figure 3) show that, when NADH is not supplied as a substrate, 
only a very slight precipitate can be observed in treated hyphae (C) but not in controls (A). 
The reaction can therefore be considered as reasonably specific for NADH dehydrogenase 
activity. When NADH is supplied as a reaction substrate, formazan (NBT) precipitates form 
rapidly and are located near the tip, consistent with the site of NADH accumulation observed 
previously (Figure 2) and with the high apical density of mitochondria (Figure S1). After 20 
minutes of incubation with exogenous NADH, the level of precipitates was higher in GR24-
treated hyphae (D) than in the controls (B). A more precise quantification of formazan 
precipitates indicates a significant difference between GR24-treated and control hyphae (E). 
 
NADH increase is coupled with more ATP production 
 
To investigate whether oxidative phosphorylation is also induced in GR24-treated 
hyphae we quantified total ATP in germinating spores of G. rosea treated or not with GR24 
by using the luciferin-luciferase method (Lemasters et al., 1979). After one hour, GR24-
treated hyphae presented an approximately 30% higher ATP content (Table 1). This result, 
showing an activation of fungal oxidative phosphorylation, is consistent with a higher NADH 
content and NADH dehydrogenase activity. We can therefore conclude that the overall energy  
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metabolism of the mitochondria, including ATP synthesis, is strongly and rapidly enhanced in 
G. rosea treated with GR24. 
 
Early mitochondrial response to GR24 does not require transcriptional induction. 
 
It has been shown previously that the semi-purified root exudate fraction (the so-called 
“branching factor”) (Nagahashi and Douds, 1999, 2000, 2007; Buée et al., 2000) affects the 
expression of genes with a mitochondrial function (Tamasloukht et al., 2003, 2007). The rapid 
(within minutes) mitochondrial activation of G. rosea by GR24 that we observed suggests that 
it does not rely on enhanced transcription. Nevertheless, we tested whether the synthetic 
strigolactone GR24 could, by itself, induce the transcriptional regulation that parallels 
mitochondrial activation. Thus, the expression of various genes coding for proteins involved 
in mitochondrial metabolism and growth was monitored by a real-time quantitative PCR 
approach. The genes chosen were nuclear genes isolated from an EST library (unpublished) 
and by homology searches. They are putatively assigned to genes involved in oxidative 
phosphorylation (ATP synthase subunit α, AC# EX452304; cytochrome c oxidase V, AC# 
EX452353), cell architecture (α-tubulin, AC# EX452542), cell fate (sphingosine-1P lyase, 
AC# EX452498), primary metabolism (pyruvate carboxylase AC# AJ419670; 3-ketoacyl-
CoA thiolase AC# EX452332), ROS detoxification (CuZn superoxide dismutase 
AC#AJ640199, Lanfranco et. al, 2005) and 40S nuclear subunit export protein (NOC4 AC# 
AJ419666). NOC4 is constitutively and ubiquitously expressed in mammals (Bachman et. al, 
1999) and its transcription level was not affected in our experimental conditions (data not 
shown). It was therefore used as our reference gene for the ∆∆CT calculation (Livak et al., 
2001; Nolan et al., 2006).  
In a first experimental design, transcript profiles of the chosen genes were analyzed 
after a short stimulation: 1, 5, 24 or 48 hours with GR24 or acetone 0.001%. No change in 
expression of the selected genes was observed in the three biological replicates (data not 
shown). This suggested that the rapid cellular GR24 responses described above were not 
transcriptionally regulated but were rather the result of some post-transcriptional regulation. 
In a second set of experiments, RNA was extracted after a long GR24 stimulation: it 
was prepared from quiescent spores, and from spores having incubated for 2, 5 and 10 days in 
the presence or absence of GR24. In order to visualize a potential effect of GR24 on transcript 
location and expression, hyphae and spores were separated after 5 or 10 days of stimulation,  
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before RNA extraction. Expression of each chosen EST was then quantified by real-time 
quantitative RT-PCR in hyphae and spores. 
In a first investigation, expression levels were quantified in spores and hyphae at each 
time point and were normalized to expression of the same gene in quiescent spores. The ratio 
of Htr to Str  (Htr = ratio of hypha transcript level to quiescent spore transcript level; Str = ratio 
of spore transcript level to quiescent spore transcript level) was then calculated and is plotted 
in Figure 4A. The Htr to Str ratio was much higher after GR24 treatment than in the control: 
13.4 vs. 1.2 on average at 5 days and 20.5 vs. 0.9 at 10 days. It can be noted here that in the 
GR24-treated fungi, the Htr to Str ratio at 5 days continued to increase until 10 days. In 
contrast, in the controls, the Htr to Str ratio remained constant between 5 and 10 days. This 
suggests that the effect of GR24 on transcript levels is tightly correlated with the induction of 
hyphal proliferation. This is not surprising as proliferation of hyphae, i.e. the equivalent of 
cell division in unicellular organisms, must indeed lead to more transcripts.  
We also examined the specific effect of GR24 on the transcriptional induction of the 
selected genes in hyphae and in spores. We calculated gene expression changes for each time 
point by using the standard ∆∆CT method (Nolan et al., 2006), using NOC4 homolog as 
reference gene. As the expression profiles were similar in spores and hyphae (data not 
shown), both at 5 and 10 days, only the expression profiles in hyphae are shown (Figure 4B). 
After 2 days in the presence of GR24, no modifications of gene expression were observed 
(data not shown on graph), which is consistent with the fact that GR24 has no effect on G. 
rosea spore germination (Besserer et al., 2006). After 5 days of GR24 exposure, transcription 
of nearly all genes was activated by a factor ranging from 1.5 to 4. After 10 days, the 
transcriptional level of the same genes returned to the level of the constitutive reference gene, 
NOC4, except for the putative ATP synthase gene which remained higher than the control 
(1.5 fold). More careful examination of gene expression data after 5 days of treatment, 
indicates that the putative pyruvate carboxylase gene was not induced whereas the putative 
ketoacyl thiolase gene was induced by a factor of 1.9. This result is consistent with the fact 
that these two enzymes act in opposite metabolic pathways, neoglucogenesis and β-oxidation 
of fatty acids, respectively. In parallel, putative genes involved in mitochondrial oxidative 
phosphorylation such as cytochrome c oxidase V and ATP synthase, were up-regulated (1.9 
and 4.0 fold, respectively). The putative CuZnSOD gene was also up-regulated by a factor of 
2.0 in response to GR24. One of the most up-regulated genes was the putative α-tubulin gene 
(3.2-fold). These results suggest that in response to GR24, the genes involved in catabolism, 
mitochondrial metabolism and cell architecture were transiently up-regulated. 
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In GR24-treated fungi at 10 days, the higher transcriptional activity in hyphae than in 
spores (Figure 4A) would seem to indicate a discrepancy with respect to the absence of up-
regulation of the genes studied (Figure 4B). However, the higher global transcriptional 
activity could simply result from the presence of a larger number of (transcriptionally active) 
nuclei. This increased number of nuclei most likely results from higher mitotic activity or 
further recruitment of pre-existing spore nuclei.  
 
Nuclear division was stimulated in GR24-treated hyphae. 
 
 In order to test the hypothesis that GR24 activates nuclear division, we counted the 
nuclei in three separate zones of the fungus: the hyphal tips, the mycelial body and the spores. 
Nuclei were stained with Acridine Orange and counted in the first 100 µm behind the hyphal 
tips. In GR24-treated hyphae, an accumulation of nuclei was observed in the apical zone 
(Figure 5). Quantitative analysis showed that the number density of nuclei in GR24-treated 
hyphal tips was two-fold higher than in the control. 
Nuclear staining of the mycelial body was performed with DAPI. It showed that the 
nuclear distribution in any randomly chosen hyphal segment (excluding the tips) remained 
constant (about 10 nuclei per 100 µm) and was not affected by GR24 treatment (figure S2). 
As treated hyphae were longer than control hyphae (Besserer et al., 2006), they had a greater 
total number of nuclei. To make sure the greater number of nuclei was not due to a more 
active migration of pre-existing nuclei from the spore, we estimated, by quantitative PCR, the 
remaining genomic DNA in the spores (hyphae removed), treated or not, after 5 days of 
germination. Amplifications were performed on putative α-tubulin and NOC4 genes. Gene 
copy numbers were determined by absolute quantification, using the corresponding PCR 
products to plot the calibration curves. Similar results were obtained with the two genes, thus 
validating the methodology. The nuclei remaining in the spores were also counted directly 
under the fluorescence microscope using the method of Bécard et al. (1993). In both 
microscopic and molecular approaches, no significant differences were noted in copy or 
nucleus number between treated samples and control. This rules out the hypothesis that nuclei 
in the GR24 treated hyphae only have a spore origin. Thus, the increase in nucleus number in 
the hypal tips and the greater total number of nucleus in the mycelial body strongly supports 
the hypothesis that in G. rosea GR24 also induces mitosis. This is consistent with previous 
observations on G. gigantea (Buée et al., 2000) where nuclear division was induced by root 
exudates. 
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Discussion 
 
Mitochondrial energy metabolism is fully and rapidly activated in response to GR24.  
 
Strigolactones have been previously shown, in AM fungal cells, to induce a rapid (1h) 
increase in O2 consumption and strong changes in mitochondrial density, shape and 
movement (Besserer et al., 2006). The first objective of the present study was to verify that 
the strigolactone activation of mitochondria actually leads to the activation of oxidative 
phosphorylation. An increase of oxygen consumption does not necessarily reflect activation 
of ATP synthesis but can be the result of uncoupling of the electrochemical gradient of 
protons across the inner mitochondrial membrane and ATP synthesis (Marcinek et al., 2004). 
Higher O2 consumption can also be the result of a stress response (Popov et al., 2001; 
Calegario et al., 2003). We determined that GR24 treatment triggers strong NAD(P)H 
accumulation in hyphal tips which is correlated with an increase of NADH dehydrogenase 
activity. After 1h of treatment, more ATP was produced (30% increase). This demonstrates 
that the mitochondrial changes observed by Besserer et al. (2006) are closely linked with an 
overall activation of oxidative phosphorylation in the fungus. In eukaryotic cells, ATP 
production is highly regulated by energy needs (Devin and Rigoulet, 2007). Thus, the 30% 
increase in ATP production strongly suggests intense energy demand in G. rosea hyphae, that 
could coincide with the switch from asymbiotic to presymbiotic growth, the latter being 
characterized by greater hyphal growth (weeks instead of days) and more intense hyphal 
branching. 
A second objective of the present study was to better characterize the way 
strigolactones regulate fungal mitochondrial activity. The higher mitochondrial density and 
the hypothetical fusion and fission events observed by Besserer et al. (2006) were interpreted 
as an enhancement of mitochondrial biogenesis. In yeast and animal cells mitochondrial 
biogenesis typically occurs when cells must meet higher energy demands and is considered as 
a long-term adaptation (Devin and Rigoulet, 2007). In eukaryotic cells more rapid 
mitochondrial responses have also been characterized that include activation of matricial 
dehydrogenases (e.g. pyruvate dehydrogenase) and of ATP synthase (McBride et al., 2006). 
This kind of regulation requires Ca2+-mediated events of protein 
phosphorylation/dephosphorylation (Hopper et al., 2006). In our study, GR24-treated cells 
exhibited enhanced NAD(P)H concentration and NADH dehydrogenase activity within 5 to 
20 minutes. These rapid responses strongly suggest that strigolactone activation of G. rosea  
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mitochondria also occurs via short term regulation, conceivably through post-translational 
regulation of some key enzymes. As it has been shown that a rapid change of mitochondrial 
redox status could reflect catabolic metabolism activity (Mayevsky et al, 2007), it is tempting 
to speculate that the increase in NADH that we observed after GR24 treatment is fueled by 
lipid catabolism. We found that the strongest mitochondrial response to GR24 was localized 
in the hyphal tips, as shown with Mitotracker Green staining of mitochondria, the NADH 
autofluorescence and NBT staining of the NADH dehydrogenase. Interestingly, this can be 
correlated to previous observations made in G. rosea in response to root exudates, also 
located in the hyphal tip region, such as the activation of plasmalemma H+-ATPase and the 
elevation of cytosolic pH (Lei et al., 1991; Jolicoeur et al., 1998).  
 
GR24 late action on gene expression 
 
The rapidity of the first mitochondrial responses (within 5 min) to GR24 suggests that 
specific transcriptional regulation is not required - during the first 48 h after treatment with 
GR24, no variation in the expression of the various selected genes was observed. Transcript 
levels were strongly (53-fold) increased in spores after 2 days of incubation (not shown data), 
but this induction occurred independently of GR24 treatment as a first manifestation of 
germination (Beilby et al., 1983 ). Interestingly, during the same period of time (0 to 5 days 
after germination), no significant difference in G. rosea hyphal length was observed after 
exposure to host root, root exudate or GR24 (Bécard et al., 1989; Buée et al., 2000; Besserer 
et al., 2006). This suggests that germinating spores are able to perceive but not to fully 
respond to plant stimuli during the first 5 days of hyphal growth. Although our gene-targeted 
approach does not allow us to exclude specific and early gene induction at the nuclear or 
mitochondrial level, our results suggest that during the first hours of GR24 treatment, 
regulations that will lead to greater hyphal branching are mostly post-transcriptional. 
Although, a previously isolated root exudate fraction, and here the synthetic strigolactone 
(GR24), have been shown to induce similar effects on mitochondrial changes (Tamasloukht et 
al., 2003; Besserer et al., 2006), the results on gene expression are different. The rapid up-
regulation of several genes observed in response to root exudates (Tamasloukht et al., 2003, 
2007) suggests that other, as yet unknown, molecules act in synergy or in parallel with 
strigolactones. 
G. rosea requires six days of incubation in the presence of GR24 to exhibit a 
significantly higher hyphal growth rate (Besserer et al., 2006). After 5 or 10 days of treatment  
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with GR24, when the germ tube is elongating and branching, we observed a strong increase in 
mRNA levels in hyphae but not in spores. Hyphae in AM fungi are coenocytic and 
multinucleate. Therefore, more transcripts do not necessarily correlate with an up-regulation 
of gene expression at the nuclear level. A larger amount of transcripts in the germinating 
hyphae (relative to spores) can simply be the result of more hyphae produced and therefore a 
greater number of transcriptionally active nuclei. In accordance with this hypothesis, a higher 
level of transcripts was found in 10-day treated compared to 5-day treated hyphae, 
proportionally to the greater length of hyphae. We ruled out the hypothesis of an induction of 
nuclear migration from spores towards hyphae in response to GR24, because, in the 
germinated spores, after removing the hyphae, no significant difference in the number of 
nuclei was found between treated and control samples.  
When gene expression was examined in hyphae using the NOC4 gene as a constitutive 
reference, most of the selected genes were up-regulated after 5 days of treatment but no 
longer after 10 days. Five days is the starting point of an increase in hyphal growth rate 
whereas 10 days coincides with the return to a normal growth rate (Besserer et al., 2006). We 
hypothesize that the up-regulation of gene expression observed after 5 days allows the 
synthesis of the proteins required for this increase in hyphal growth rate. The genes up-
regulated at 5 days are putatively involved in mitochondrial metabolism (ATP synthase and 
cytochrome c oxidase V) and in cell proliferation (α-tubulin and sphingosine-1P lyase). 
Activation of CuZnSOD has already been reported in Gigaspora margarita, in response to 
Lotus japonicus root exudates (Lanfranco et al., 2005). Absence of regulation of putative 
pyruvate carboxylase and up-regulation of putative 3-ketoacyl-CoA thiolase strongly suggest 
an increase of lipid catabolism rather than neoglucogenesis. Stimulation of this catabolic 
pathway would provide a higher amount of acetylCoA and accelerate the citric acid and 
glyoxylate cycles, leading to higher NAD(P)H and ATP synthesis required for more active 
anabolism.  
 
The mitosis of G. rosea is also stimulated in response to GR24 
 
By combining approaches of microscopy and molecular biology, we accumulated 
several arguments supporting the hypothesis that the GR24 activation of G. rosea 
mitochondria is also associated with the activation of fungal nuclear proliferation. It is 
commonly accepted that functional mitochondria are required for all cell processes due to 
energy requirements. Recent data expand on this requirement, however, and place the  
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emphasis on this organelle as a relevant signalling platform for cell cycle progression (Mandal 
et al., 2005). 
The fact that GR24-treated G. rosea grows a larger hyphal network, and that the 
mycelial body presents an unaltered number density of nuclei, together with the assessment 
that the observed hyphal nuclei did not already exist in the spore, indicate that an overall 
higher number of nuclei are present in the treated fungus. In filamentous fungi most mitotic 
activity occurs at the hyphal tip, where most apical growth is sustained (Horio et al, 2004; 
Steinberg, 2007). Accordingly, we observed an accumulation of twice as many nuclei in the 
apical area of the GR24 treated hyphae. The fungal apical growth model (Steinberg, 2007) 
underlines the strong needs in energy and in mRNA in this short region behind the tip that 
could explain the accumulation of nuclei in this area.  
   
What perception system is involved in the strigolactone signalling? 
 
AM fungal response to strigolactone presents some striking convergences with the 
germination induction process of parasitic plant seeds in response to GR24 such as the 
requirement for several days of conditioning for responsiveness capability to GR24 (Joel et 
al., 1995) or the very short exposure time (5 min) required for a physiological response to this 
molecule (Gonzalez-Verdejo et al., 2005). Like for any plant seed, early mitochondrial 
activation must also occur during the induction of germination of parasitic plant seeds. How 
strigolactones act on parasitic seeds of Striga spp. and Orobanche spp. is still poorly 
understood (Bouwmeester et al., 2007). Nevertheless, it has been shown that ethylene 
stimulates germination of Striga spp. seeds in the absence of host plant (Parker, 1991). In 
addition, root exudates of host plant, as well as Strigol and GR24 have been shown able to 
trigger ethylene biosynthesis in Striga seeds (Logan and Stewart, 1991, Babiker et al., 1993; 
Sugimoto et al., 2003). Ethylene is known to stimulate seed germination (Abeles et al., 1969). 
Endogenous synthesis of ethylene in seeds was correlated with breakdown of lipid reserves 
and increase of mitochondrial density during germination of Ricinus zanzibarensis (Spencer 
and Olson, 1965). Thus, in seeds, as in climacteric fruits, ethylene enhances mitochondrial 
metabolism (Navet et al., 2003). These findings support the hypothesis of Logan and Stewart 
(1991) who proposed that germination stimulants promote ethylene biosynthesis that triggers 
seed germination. An interesting hypothesis would be that, similarly, AM fungi respond to 
strigolactones via an enhancement of endogenous ethylene synthesis which then stimulate 
their mitochondrial metabolism. Strigolactones could first target mitochondrial or cytoplasmic  
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receptors, as do thyroid hormones in mammalian cells which stimulate mitochondrial 
biogenesis, lipid catabolism and respiration (Weitzel et al., 2003; Scheller et al., 2003). It was 
also proposed in the seed of the parasitic Orobanche, that strigolactones bind plasmalemma 
receptors establishing a covalent link (Humphrey and Beale, 2006). More work is required to 
determine how strigolactones are perceived in AM fungal and parasitic plant systems and 
whether this perception is similar or not.  
 
Materials and methods 
 
Fungal material 
 
Spores of the arbuscular mycorrhizal fungus Gigaspora rosea (DAOM 194757) were 
routinely produced on leeks and collected by wet sieving. They were washed in 0.05% (v:v) 
Tween 20, soaked with 2% (w:v) chloramine T (Sigma) for 10 min, washed again three times 
in sterile water, and stored in an antibiotic solution containing 100 mg l-1gentamycin and 200 
mg l-1 streptomycin. After 5 days at 4°C, a second treatment with chloramine T was carried 
out under the same conditions. 
 
Chemical 
 
The strigolactone analogue GR24 was purchased from Chiralix B.V. (Nijmegen, NL) and was 
used in aqueous solution at 10-8 M from a 10-2 M stock solution in acetone. A 0.001% solution 
of acetone was used as a solvent for control test. 
 
NADH autofluorescence 
 
Surface-sterilized spores of G. rosea were incubated in liquid M (Bécard and Fortin, 1988) 
medium for 3-4 days at 30°C in the dark under 2% CO2. Germinating spores exhibiting germ 
tubes with 2 to 3 hyphal branches were carefully mounted on a glass slide for microscopic 
observation. Emission spectra of NADH autofluorescence were obtained on an Leica confocal 
microscope using a 63X objective (water immersion, 1.2 numerical aperture). Fungal cells 
were treated directly under the microscope by introducing 10 µl of 10-8 M GR24 underneath 
the cover slip. Emission spectra (430-600 nm) were obtained by λ-scan mode on fungal cells 
excited at 405 nm with a laser diode. The hardware parameters were the following: acousto- 
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optical tunable filter at 45%; photo-multiplier tube at 842 V; scan speed 400 Hz for all 
acquisitions. Emission spectra were acquired after 0, 5, 10, 15, 20, and 30 min of treatment. 
Autofluorescence emission spectra of 10 µM standard NADH solution were obtained under 
the same conditions. 
Visualization of the NADH fluorescence signal in fungal cells was achieved on an inverted 
wide-field fluorescence microscope (Leica, Rueil-Malmaison, France). A DAPI filter 
(Excitation, 340–380 nm; Emission LP 425 nm) was used for proper signal selection. 
Germinating spores were treated under the microscope as described above with 10µl of 10-8 M 
GR24 or with 0.001% acetone for controls. Images were acquired with a CCD camera (Color 
Coolview, Photonic Science, Robertsbridge, UK) after 0, 5, 10, 15 and 20 min of treatment, 
using a 63X immersion oil objective with numerical aperture 1.32. UV pulse was restricted to 
image acquisition to avoid cell damage. Hyphal viability was assessed after each experiment 
by visualizing vesicular movement. False color fluorescence intensity images were processed 
with Image Pro Plus software (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). 
 
NAD(P)H dehydrogenase activity 
 
NAD(P)H dehydrogenase (EC 1.6.99.3) activity was detected in situ as previously described 
(McDonald and Lewis 1978; Peltier et al. 1991). Briefly, a stock solution of nitro blue 
tetrazolium (NBT, Promega), 4 mg ml-1 , Tris-HCl buffer (0.2 M pH 7.4), MgCl2 (5 mM) and 
H2O UHQ made up to 9 ml was prepared. Staining solution was obtained by adding 9 ml of 
the stock solution to 1 ml of NADH solution at 20 mg ml-1. After six days of germination in 
liquid M medium at 30°C in the dark under 2% CO2, spores of G. rosea were treated with 
GR24 10-8 M or acetone 0.001% for 30 min at 30°C in the dark under 2% CO2 and transferred 
immediately into the staining solution for 20 min. Samples were washed twice in PBS buffer 
pH 7.4 and mounted on glass slides for observation. The observations were performed on an 
inverted wide-field fluorescence microscope (Leica, Rueil-Malmaison, France) under direct 
light using a 40X long-distance objective with a numerical aperture of 0.55. Quantification of 
formazan precipitates was carried out at the tips of germ tubes. Ten germinating spores (one 
germ tube per spore) were treated (10-8M GR24 and 0.001% acetone) in each experiment (5 
spores per treatment). Three experiments were carried out. Experimental reproducibility was 
assessed by one way ANOVA and showed no significant difference (F= 1.62; P = 0.21). This 
allowed us to pool the data for calculation of the means (n=15). Quantification of apical NBT  
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precipitates was computed with Image Pro Plus software and statistical analysis with SPSS 
software (SPSS, Chicago, Illinois, United States).  
 
Nucleus staining 
 
For nucleus counting in hyphae, Acridine Orange (AO) and diaminophenylindole 
(DAPI) were used. Prior to staining with either of the stains, spores of G. rosea were 
incubated for 5 days in liquid M medium with 10-8 M GR24 or 0.001% acetone at 30°C in the 
dark under 2% CO2. AO was used to stain the hyphal tip nuclei. It interacts with DNA or 
RNA by intercalation or electron attraction in living cells. When AO is intercalated, DNA 
emits green fluorescence (525 nm) at 488 nm excitation. For each treatment, 18 hyphal tips 
produced by 18 spores were stained with 0.1 µg µl-1 AO (Molecular probes - Invitrogen) for 5 
min in PBS buffer, pH 7.4. After staining, samples were washed three times in PBS buffer pH 
7.4. DAPI (1 µg ml-1) was used directly on a glass slide to stain the nuclei of the general 
mycelial body (each treatment used 10 spores). After DAPI staining, DNA emits blue 
fluorescencence (461 nm) at 358 nm excitation. Observations and image acquisition were 
performed on an inverted wide-field fluorescence microscope (Leica, Rueil-Malmaison, 
France) using a 40X long distance objective (numerical aperture of 0.55) for AO staining and 
a 10X objective (numerical aperture of 0.22) for DAPI staining. The filters used were: 
excitation 450-490 nm; emission 515 nm for AO, excitation 340-380 nm and emission 425 
nm for DAPI. Nuclei in the first 100 µm behind the hyphal tips and nuclear concentration in 
mycelial body were counted with Image Pro Plus software (Media Cybernetics, Silver Spring, 
MD, USA). Statistical analysis was performed with SPSS software on 18 spores for each 
treatment. For counting nuclei still present in germinating spores, treated or not for 10 days 
with 10-8 M GR24, the DNA-specific stain mithramycin A was preferred (Bécard et al., 1993). 
Ten spores for each treatment were crushed on a glass slide in 100 µg ml-1 mithramycin A 
dissolved in 15 mM MgSO4. Microscopic observations were carried out immediately. 
Observations were performed on an inverted wide-field fluorescence microscope (Leica, 
Rueil-Malmaison, France) (excitation, 450-490 nm; emission 515 nm) using a 20X long-
distance objective with a numerical aperture of 0.40. Nucleus counting was carried out as 
previously described by Bécard et al. (1993) with Image Pro Plus software. 
 
Measurement of cellular ATP content  
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Cellular ATP level was measured with the luciferin/ luciferase assay (Lemasters et. al, 1978) 
using the CellTiter-Glo™ Luminescent Cell Viability Assay kit (Promega). After six days of 
germination, pools of 40 spores of G. rosea were treated for one hour with 10-8M GR24 or 
with 0.001% acetone. They were then ground in a microcentrifuge tube with 100 µl of Cell 
Titer Glo buffer (Promega) and centrifuged at 8000 g for 2 min. The supernatants were 
separated into two parts of 50 µl. An equal volume (50 µl) of Cell Titer reagent (Promega) 
was added for ATP luminescence measurement. After 10 min of incubation at room 
temperature, 90 µl of the reaction mix was transferred into a luminometer (Bio Orbit 1250, 
Turku, Finland) tube and luminescence was recorded every second for one minute. 
Conversion of luminescence to ATP concentration was achieved by comparison to a standard 
ATP curve with concentrations ranging from 0 to 15 µM. The remaining 50 µl of supernatant 
was used for total protein quantification. The standard BCA (Micro BCA Protein Assay Kit; 
Pierce Rockford, Il) microplate protocol was used. The calibration curve was established in 
duplicate using a BSA dilution series from 0 to 750 µg ml-1. Compatibility between Cell Titer 
Glo buffer (Promega) and BCA quantification was tested to ensure linearity of measurement 
(Promega E notes, Nathalie Betz). Proteins were estimated in each sample using 20 and 10 µl 
of supernatant. In each sample, ATP content was normalized with respect to total protein 
content resulting in a relative ATP content. Three biological experiments were carried out 
independently. A Student’s t-test was applied for each experiment. 
 
Quantification of spore DNA 
 
Eight independent batches of 40 spores were germinated for 5 days in the presence of 10-8 M 
GR24 or 0.001% acetone at 30°C in the dark and under 2% CO2. The spores and hyphae were 
then separated under a stereomicroscope before DNA extraction. Spore DNA extraction was 
performed with the genomic wizard DNA isolation kit (Promega) including an RNase 
treatment step, dividing by three the extraction volumes recommended by the manufacturer. 
Final elution was in 20 µl of UHQ water. Extracted DNA was tested for absence of foreign 
fungal DNA contamination by amplification of the ITS ribosomal region with ITS1/ITS4 
primers (Gardes and Bruns, 1993). Only one amplicon was obtained at 500 bp corresponding 
to the expected size of the G. rosea amplicon (Redecker et al., 1997). Putative α-tubulin and 
NOC4 homolog genes were amplified by PCR and corresponding amplicons were purified 
using Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) according to the  
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manufacturer’s instructions. Purified amplicons were quantified with an ND-1000 
spectrophotometer (Nanodrop technologies, http://www.nanodrop.com). The corresponding 
copy number was determined and calibration curves were prepared from dilutions ranging 
from 109 to 103 copies. After quantitative PCR amplification, a plot of copy number versus 
CT was made for putative α-tubulin and NOC4 homolog amplifications. Linear regression on 
these plots was calculated (y = -3.1566x + 58.634; R2 = 0.99). This equation, the volume of 
RNA extracted and the number of spores crushed were used for the conversion of CTs to copy 
number in samples of interest. 
 
RNA extraction 
 
In a first experimental design, spores were grown for 6 days at 30°C in the dark under 2% 
CO2 and treated with 10-8 M GR24 or 0.001% acetone for 1, 5, 24 or 48 h. Culture medium 
was removed and germinating spores were frozen in liquid nitrogen. In a second experimental 
design, spores were incubated for 0, 2, 5, or 10 days in liquid M medium at 30°C in the dark 
under 2% CO2 in the presence of 10-8 M GR24 or 0.001% acetone. After 5 and 10 days of 
germination, hyphae were separated from germinated spores under a stereomicroscope. They 
were immediately frozen in liquid nitrogen. For each induction time, 200 germinated spores 
of G. rosea were used. Total RNA was extracted with RNAeasy plant mini kit (Qiagen). To 
remove residual genomic DNA, RNA was treated with Rnase-free DNase (Invitrogen) 
according to the manufacturer’s instructions. 
 
Real-time quantitative RT-PCR 
 
Total RNA yield and concentration was measured with an ND-1000 spectrophotometer and  
the concentration was adjusted to 75 ng µl-1 in each sample. The integrity of the RNA was 
evaluated with an Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent technologies). To reverse the 
transcription step, ImPromII enzyme (Promega) was used according to the manufacturer’s 
instructions. First, strands of cDNA were purified and concentrations of final working 
solutions were adjusted according to the ND-1000 spectrophotometer quantification. Real-
time PCR was carried out in optical 384-well plates using the ABI Prism 7900 HT sequence 
detection system (Applied biosystems, http://www.appliedbiosystems.com/). Amplifications 
were carried out in 10 µl reaction volume containing 5 µl of SYBR Green PCR MasterMix 
2X (Applied Biosystems), 10 µM of each primer (final concentration) and 5 ng of cDNA  
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template. Each gene amplification was carried out in triplicate. Triplicates were validated 
when technical error was under 0.5 CT. The PCR program was 50°C for 2 min, 95°C for 10 
min, 40 cycles at 95°C for 15 sec, 60°C for 1 min. Analyses of melting curves were 
performed after each reaction to exclude non-specific amplifications. The optimal baseline 
and threshold values were determined using the automatic CT function available with SDS 
2.2 software (Applied Biosystems). Amplification efficiency (E) was determined for all 
primers with the equation: E = 10-1/slope (Pfaffl, 2001) and all were >1.75. The calibration 
curves were created using series of cDNA dilutions from 0.15 to 15 ng. Putative α-tubulin 
was used for normalization in the first experimental design (expression profiling up to 48h 
after treatment). The second experimental design was subdivided into two investigation 
methods. In the first method, the ratio of Htr to Str (where Htr is the ratio of hypha transcript 
level to quiescent spore transcript level and Str is the ratio of spore transcript level to quiescent 
spore transcript level) was calculated by the following equation:  
Htr : Str =  Spores 0 time xtimeHyphae0 time xtime
) CT  -   (CT- ) CT -  -(CT2
using the 2-∆C'T method (Livak et al., 2001). In the second method, the NOC4 homolog gene 
was used for normalization and relative expression in GR24 treated and control was 
calculated using the standard ∆∆CT method expression: 
 .  ) ) CT-  (CT -  ) CT- (CT( controlsNOC4gene target treatedNOC4 gene target 2−
All data exported from SDS 2.2 software were calculated with Microsoft Excel software. 
Three biological replicates were carried out in the first experimental design, and two in the 
second. The primer sequences used are summarized in table II. 
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Figure legends 
Fig 1. NAD(P)H autofluorescence in hyphae of Gigaspora rosea. (A) Autofluorescence 
emission spectra of a G. rosea hypha treated with 10-8M GR24. Emission spectra were 
obtained at 405 nm excitation and recorded 0 and 15 min after treatment (solid triangles and 
circles, respectively). They are compared with the emission spectrum of a standard NADH 
solution (open squares). (B) Time course measurements of emission (450 nm) intensities of 
NAD(P)H autofluorescence in a G. rosea hypha treated (solid square) or not (open squares) 
with 10-8M GR24 and excited at 405 nm. Values are means of fluorescence signals measured 
in 4 regions (15 µm² each) of three hyphal tips obtained in three independent experiments. 
Polynomial fitted curves (solid lines) are shown. Error bars are standard errors of the means. 
 
Fig. 2. Time lapse sequence of NAD(P)H autofluorescence changes after GR24 treatment. (A) 
and (G) are bright field micrographs of control and GR24 treated hyphae, respectively. 
Autofluorescence of NAD(P)H was monitored after 0, 5, 10, 15, 20 min respectively in 
control hyphae (B-F) and in hyphae treated by 10-8 M GR24 (H-L). In all pseudo-color 
images, the color follows convention, with red indicating high and blue indicating low levels 
of fluorescence signal (color intensity scale on F and L). Bars = 10 µm. The experiment was 
repeated three times independently for each treatment and similar results were obtained. 
 
Fig. 3. NADH dehydrogenase activity. Hyphae were treated one hour with acetone (A-B) or 
with 10-8 M GR24 (C-D). They were incubated for 20 min with NBT reaction mix alone (A-
C) or in the presence of 28 mM NADH and NBT reaction mix (B-D). NBT precipitates 
appear in blue. Bars = 5 µm. A quantitative analysis of NADH dehydrogenase activity in 
control (white bar) and GR24-treated hyphae (black bar), is presented (E). The conditions of 
incubation were as in (B) and (D). Statistical analysis was performed with Student’s t test (P < 
0.01; n = 15). Error bars are standard errors of mean values. 
 
Fig. 4. Effect of GR24 on transcript location and on gene regulation. Real time RT-PCR was 
carried out on total mRNA extracted from GR24-treated and control spores and hyphae after 5 
and 10 days of treatment. Total RNA yield was measured and cDNA synthesis performed as 
described in the experimental procedures section. (A) Relative amount of transcripts in 
hyphae compared to spores for each gene using the 2-∆∆CT’ method with t = 0 days as 
reference, reflecting a compartmentalized specific induction of level of transcripts. Data are  
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the means of two independent experiments. (B) Relative nuclear gene expression in GR24-
treated hyphae compared to controls. Expression of each gene was obtained using the 2-∆∆CT 
method with t = 0 days as reference and NOC4 gene as reference gene (see details in text). 
 
Fig. 5. Effect of GR24 on nuclei of Gigaspora rosea hyphal tips. (A-B) Fungi treated with 
0.001% acetone (A) or 10-8 M GR24 (B) were stained with Acridine Orange after 5 days. Bars 
= 10 µm. (C) After each treatment, nuclei were counted in the first 100 µm segment of 18 
hyphal tips. Different letters above histograms indicate a significant difference between the 
mean values (Student’s t test, n = 18, P < 0.001). Error bars are standard errors of mean 
values. 
 
Fig 6. Effect of GR24 on spore nucleus number. Spores were incubated in the presence of 10-8 
M GR24 (solid bars) or 0.001% acetone (open bars) for 5 days. Hyphae were then excised 
from the spores and the nuclei were counted (see details in text). Using five spores per RNA 
extraction, real time PCR absolute quantification (A) was carried out on putative α-tubulin 
and NOC4 homolog genes. Copy number per spore was determined as described in materials 
and methods. Bars are means ± SEM of 7 replicates. For both genes, there was no significant 
difference between control and treated spores (P = 0.57). (B) Direct quantification of nucleus 
number in crushed spores (10 spores per treatment) and mithramycin staining, showing no 
significant difference between control and treated spores (Student’s t test; n= 10, P = 0.24). 
Error bars are standard errors of mean values.  
 
Fig S1. Staining of mitochondria in hyphal tips. Gigaspora rosea spores were incubated for 5 
days in liquid M medium. Then, they were treated with 0.001% acetone (control) or with 10-8 
M GR24 (GR24 treated) for 1h. Mitochondria in hyphae were stained with MitotrackerGreen 
FM. Bars = 7µm. 
 
Fig S2. Nucleus density in the mycelial body. Gigaspora rosea spores incubated for 10 days 
in liquid M medium, treated (10-8 M GR24) or not (0.001% acetone) were stained with DAPI. 
(A, B) Micrographs of control (A) and treated (B) hyphae. Bars = 7 µm. (C) Histogram 
showing a quantification of the nucleus number per 100 µm of hypha. No significant 
difference in nucleus density was observed between controls (open bars) and GR24 treated 
hyphae (solid bars) (Student’s t test; n = 45; P = 0.16). Ten spores per treatment were used.  
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For each spore, 4 to 5 hyphal segments of 100 µm were delimitated. Error bars are standard 
errors of the means.  
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Table I. Effect of GR24 treatment on ATP content in Gigaspora rosea. 
 
GR24 treated  Control  
 pmol.mg-1 prot  pmol.mg-1 prot 
Relative ATP increase 
Experiment 1 
Experiment 2 
Experiment 3 
1265.70   ± 22.26 
596.66    ± 27.69 
1713.32  ± 36.96 
 
971.30   ± 89.24 
437.33   ± 29.36 
1359.19 ± 49.02 
30% 
36% 
26% 
 
ATP was quantified using luciferin-luciferase method and protein amount was determined 
using standard BCA protocol (see material and methods). Values are the mean of three 
replicates in each experiment ± standard error of the mean. In each experiment, the difference 
of ATP concentrations between GR24-treated and control hyphae are significant (Student t 
test P<0.05). 
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Table II. Sequences of primers used in this work. 
 
Gene Primer sequence (5’-3’) Strand 
α-tubulin 
CTACACCGAGGGTGCTGAACTT 
GAGTGGGTTATTTGGAAACCTTGT 
Forward 
Reverse 
Sphingosine-1P lyase 
GCATCTGTGGTAGCATTTGG 
CCGCTGGTGGATTTTGTAAT 
Forward 
Reverse 
NOC4 homolog 
GCAGGTCTCCGTTTACGCTAA 
TGGCCAAAAGGAGGCAATT 
Forward 
Reverse 
Pyruvate carboxylase 
TCCGGGTTATGGTTTCCTTTCGGA 
TCAATAACATCAGGTGTAGGACCAACAAA 
Forward 
Reverse 
CuZn superoxide dismutase 
GCTGGACCTCATTTCAATCCAC 
TGTTCTTTAGCAACGCCATTCAC 
Forward 
Reverse 
ATP synthase 
TAGATCCGCCACCATTATCC 
CTTTGTTGCTTCGTCGTCCT 
Forward 
Reverse 
3-ketoacyl-Coa thiolase 
TTTATTCGTGCTTCAGTTGTTG 
TTGATTCCAAGTCCAGTTCG 
Forward 
Reverse 
Cytochrome c oxidase V 
CAGCATCTTTGGCTTCCTTT 
GCTTTCTGACGACGCATTTT 
Forward 
Reverse 
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III Conclusion 
 
 Les expériences décrites ici s’inscrivent dans le prolongement direct du chapitre II et 
ont permis d’étudier plus précisément les mécanismes mis en place par Gigaspora rosea en 
réponse à un traitement par le GR24 aussi bien avant l’induction de la biogenèse 
mitochondriale que dans les phases plus tardives (après le « branching ») de la réponse. Ainsi, 
nous avons montré que chez G. rosea, un traitement au GR24 engendre: 
- une élévation rapide (entre 5 et 30 min) du niveau de NADH intracellulaire ainsi que 
de l’activité NADH deshydrogénase (après 20 min) 
- une augmentation de la synthèse d’ATP après 1h d’exposition au GR24, c’est à dire 
de manière concommitante à la biogenèse mitochondriale observée au chapitre II. 
- cette activation totale et très rapide du métabolisme oxydatif mitochondrial n’est 
cependant pas sous-tendue par une induction transcriptionnelle des gènes mitochondriaux.  
- une augmentation globale et continue de l’expression de gènes de la croissance et du 
métabolisme mitochondrial est observée seulement après 5 et 10 jours de traitement au GR24. 
L’expression spécifique de certains gènes est uniquement transitoire.  
- la stimulation de l’activité mitotique du champignon observée 5j après 
l’augmentation initiale du métabolisme énergétique du champignon est concomitante avec 
l’augmentation de sa croissance. 
Cette action rapide et forte du GR24 sur G. rosea suggère fortement que les 
strigolactones sont des molécules capables de réorienter le métabolisme du champignon d’une 
germination spontanée vers une réelle croissance des hyphes basée sur une « biotrophie 
sporale » reposant sur l’assimilation des ressources lipidiques du champignon.  
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- Chapitre IV- 
Etude des régulations transcriptionnelles en réponse au GR24. 
 
I. Introduction 
 
Les expériences de qRT-PCR menées dans le cadre du chapitre III ont mis en évidence 
une modulation de l’expression génique lorsque les champignons sont mis en germination 
pendant 5 ou 10 jours en présence de GR24. Bien que cette augmentation globale des 
transcrits ait principalement lieu dans les hyphes et soit corrélée à une augmentation de la 
division nucléaire, une régulation spécifique de l’expression génique a tout de même lieu 
(chapitre III, Figure III-4B). Cependant celle-ci reste relativement faible à 5 jours et n’est plus 
détectable à 10 jours. Il est donc possible que le phénomène d’induction soit transitoire à 5 j 
ou que la régulation transcriptionnelle des gènes ciblés en réponse au GR24 soit plus précoce. 
En effet, comme nous l’avons vu au chapitre II, cette molécule engendre chez G. rosea des 
effets cellulaires présentant des similitudes avec ceux rencontrés lors d’un traitement aux 
exsudats racinaires. Or Tamasloukht et al (2003) avaient mis en évidence l’induction de 
l’expression de gènes impliqués dans la traduction et le métabolisme mitochondrial 1h après 
traitement en réponse aux exsudats racinaires. 
Dans l’objectif de générer les données de séquences nécessaires à une approche de 
qRT-PCR et d’identifier les gènes différentiellement régulés de manière précoce chez 
Gigaspora rosea en réponse aux strigolactones, une banque d’expression soustractive (SSH) a 
été construite. Cette banque enrichie en ESTs différentiellement exprimés en réponse au 
GR24 a été obtenue à partir des ARN totaux extraits de G. rosea (spores et hyphes) traités ou 
non au GR24. Les réponses physiologiques les plus marquantes du champignon ayant été 
observées après 1h (réorganisation du mitochondriome), 5h (augmentation de la respiration) 
et 24h (« branching ») après addition de GR24 10-7M (chapitre II), les ARN destinés à la 
construction de la banque SSH ont été extraits à ces temps de traitement. Cependant, les ARN 
totaux utilisés pour la construction de la banque étaient en quantité limitante. Aussi les ARNm 
n’ont-ils pas été purifiés ; la banque a été préparée à partir des ARN totaux, regroupés par 
condition expérimentale (traités et non traités) et amplifiés par la technologie SMART 
(clontech). Cette technique conduit à l’amplification des transcrits rares dans un mélange 
complexe et abouti à la synthèse d’ADNc double brins.  
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Tableau IV-1. Statistiques générales de la banque « SSH_GR24_Gigaspora_rosea ». 
 
 
 Nombre  de clones déposés par membrane 795 
Nombre d’ESTs séquencés et présents dans la banque 604 
Taille moyenne des ESTs 510 pb 
Nombre d’unigènes 305 
Nombre de singletons 199 
Taille moyenne d’un singleton 389 pb 
Nombre de contigs 106 
Taille moyenne d’un contig 495 pb 
Nombre moyen d’ESTs par contig 4.2 
Nombre maximum d’ESTs par contig 98  
Nombre minimum d’ESTs par contig 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Le taux de redondance de la banque est de 50.5 %.  
 
 
 
 
  
Homologie 
avec des 
séquences 
protéiques
35%
Homologie 
avec de l'ADNr
2%
Sans 
homologies 
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63%
 
 
 
 
Figure IV-1. Répartition globale des unigènes de la banque SSH.  
Les ESTs de la banque soustractive ont été soumis à une recherche d’homologies par 
BLASTX contre les banques nr (NCBI), Swissprot pour les protéines et par BLASTN contre 
la banque nr/nt (NCBI). Après ces recherches d’homologues, les séquences ayant des 
homologies faibles (e-values supérieures à 1e-10) sont placées dans la catégorie « sans 
homologies connues ». 
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II. Résultats-Discussion 
 
II.1. Séquençage et recherche d’homologies 
 
 Les ESTs composant la banque SSH construite à partir des ARN issus de G. rosea 
(hyphes et spores) traités ou non par le GR24 ont été séquencés. Ces séquences ont été traitées 
par bioinformatique afin de rechercher et d’éliminer, dans un premier temps, les séquences 
homologues au vecteur de clonage. Puis les ESTs ont été assemblés en unigènes en utilisant le 
programme CAP3. A ce stade de l’analyse, il est possible d’obtenir une vue statistique 
générale des données de séquençage de la banque soustractive. Celles-ci sont rapportées dans 
le Tableau IV-1. Le fort taux de redondance (rapport ESTs séquencés/ nombre d’unigènes) est 
lié à une forte représentation de clones présentant des homologies avec les ARNr de 
Gloméromycètes. Ces derniers représentent en effet 135 ESTs sur les 604 ESTs séquencés 
(voir le tableau des analogies de séquences en Annexe I). Cela laisse supposer que les ARNr, 
bien que ne présentant pas de queue poly A, ont été amplifiés par la méthodologie SMART, 
lors de l’étape initiale de la construction de la banque SSH. Cependant, une recherche 
d’homologie entre les amorces utilisées lors de cette étape et les séquences d’ARNr de 
Gloméromycètes, disponibles dans les bases de données, ne fournit aucune identité, excluant 
ainsi la possibilité d’une fixation des amorces sur ces séquences ribosomiques. Compte-tenu 
du fait que les ARNr sont présents en très large excès par rapport aux autres transcrits, il est 
possible qu’ils n’aient pas été soustraits lors de la construction de la banque SSH. Les 
données de séquençage récentes (20-09-07) du génome du champignon MA, Glomus 
intraradices, font également apparaître un taux important de séquences d’ADNr parmi les 
ESTs séquencés (~45% des 454 unigènes). Il semble donc bien s’agir d’un type de transcrits 
très représentés chez les champignons MA. Cela pourrait aussi s’expliquer par des besoins 
plus importants en synthèse protéique du champignon traité. Pour cela, une synthèse de 
nouveaux ribosomes est requise ce qui se traduirait par une transcription accrue des ARN 
ribosomaux. 
Une analyse plus détaillée des unigènes présentant des homologies significatives (e-
value inférieure à 1e-10) avec les séquences protéiques disponibles dans les bases de données 
protéiques du NCBI, Swissprot et uniref100 a été entreprise. Lorsque les informations étaient 
disponibles, les références de « gene ontology », c'est-à-dire la classification selon le  
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Figure IV-2. Répartition fonctionnelle des unigènes de la banque SSH obtenue.  
Les ESTs de la banque soustractive ont été séquencés et assemblés en unigènes. Chaque 
unigène a fait ensuite l’objet d’une recherche d’homologies par BLASTX dans les bases de 
données protéiques du NCBI, de Swissprot et la base Uniref100 (EMBL). Les séquences ont 
été ensuite regroupées en catégorie fonctionnelle suivant la classification de « Gene 
ontology ». Les valeurs indiquent le nombre d’unigènes présents dans chaque catégorie. Par 
soucis de lisibilité, les 193 unigènes sans homologie connue n’ont pas été représentés. 
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vocabulaire conventionnel international et les domaines protéiques caractéristiques 
(Pfam) contenus dans les séquences des ESTs ont également été consignés dans le tableau 
figurant en Annexe I qui regroupe la liste de tous les unigènes présents dans la banque SSH. 
La Figure IV-1 résume de manière globale les données obtenues lors de ces différentes 
recherches d’homologies et fait apparaître que 63% des unigènes de la banque soustractive ne 
présentent aucune homologie statistiquement représentative avec des séquences protéiques ou 
d’ARNr. 
Une représentation graphique (Figure IV-2) illustre la répartition des unigènes dont les 
séquences ont été déposées dans Genbank (NCBI) en différentes classes fonctionnelles de 
protéines. Cela permet de mettre en évidence une très faible représentation de facteurs 
régulateurs de la transcription ou de la transduction du signal. En revanche, les unigènes 
impliqués dans la traduction ou le métabolisme primaire sont majoritaires. Nous pouvons 
également noter que de nombreux unigènes présentent des homologies avec les protéines 
impliquées dans la dégradation protéique. 
La très faible occurrence de certaines catégories fonctionnelles dans la banque SSH 
comme les gènes contrôlant la division nucléaire ou les facteurs de transcription peut avoir 3 
origines :  
- Sur les 305 unigènes obtenus, 193 n’ont pas d’homologies significatives avec des 
protéines connues, mais pourraient coder pour des protéines jouant des rôles majeurs dans la 
division nucléaires ou des facteurs de transcription. 
- Il n’existe effectivement pas de différentiel d’expression significatif entre les gènes 
du témoin et ceux de l’essai. Dans ce cas, la soustraction des ARNm essais par les ARNm 
témoins ne sera pas efficace et la banque d’ADNc obtenue ne sera pas une banque soustractive.  
- Il existe un différentiel d’expression entre les deux situations mais celui-ci est trop 
faible pour être détecté par la méthodologie utilisée ici (banque SSH construite à partir d’une 
amplification SMART). En effet, il a été montré que, de manière indépendante à la quantité 
d’ARN initial, la soustraction (et donc l’obtention des transcrits soumis à une régulation 
différentielle) n’est efficace que dans le cas où il existe au moins un facteur 5 entre les 
proportions d’ARNm issus des lots témoins et essais (Ji et al., 2002). Dans ce cas, seules les 
analyses de RT-PCR en temps réel auront la sensibilité nécessaire pour mettre en évidence ces 
faibles différences d’activité transcriptionnelle. 
 
II.2. Analyse de l’expression génique par RT-PCR quantitative 
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Figure IV-3. Validation du gène de l’α-tubuline comme gène de référence. A/ L’efficacité 
d’amplification du gène de la tubuline a été calculée à partir des Ct obtenus pour différentes 
quantité de matrice initiale. La pente de la droite donne l’efficacité de l’amplification définie 
par E= (10-1/p)-1. L’efficacité d’amplification est ici de 100%. B/ Evaluation des variations de 
l’abondance des transcrits de la tubuline dans les conditions expérimentales à partir de 5 
répétitions techniques. Les barres d’erreurs représentent l’erreur standard à la moyenne. 
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Une approche de RT-PCR quantitative en temps réel a été utilisée sur plusieurs 
unigènes de la banque soustractive dans l’objectif de déterminer si le traitement au GR24 
induit l’expression des gènes du métabolisme mitochondrial et/ou du catabolisme lipidique 
dans les temps précoces (de 1h à 24h) suivant le traitement au GR24. La régulation 
transcriptionnelle de la sphingosine 1P lyase (importante pour le contrôle du devenir cellulaire 
du champignon) a été également examinée.  
Le choix de la technique de RT-PCR quantitative en temps réel ou qRT-PCR a été 
motivé par la forte spécificité et la grande sensibilité de détection de la méthode (Kubista et 
al., 2006). En effet, cette méthodologie permet de déterminer des variations d’expression d’un 
facteur 2 pour un gène dont le transcrit est présent en une seule copie dans la cellule (Kubista 
et al., 2006). Cela semblait donc constituer une méthode idéale dans notre cadre expérimental 
où, d’après les données acquises lors des expériences précédentes (Chapitre III), le matériel 
génétique de départ est peu abondant et les variations d’expression génique après 5 et 10 jours 
d’exposition du champignon au GR24 sont faibles ou inexistantes. L’étude de l’expression 
génique par qRT-PCR a été effectuée selon la méthode de quantification relative dont le 
principe est de comparer l’abondance de chaque gène cible avec celui d’un (ou plusieurs) 
gène(s) dit « de référence ». Un gène de référence est un gène dont l’expression ne varie pas 
dans les conditions expérimentales données et qui est présent dans l’échantillon dans les 
mêmes ordres de grandeurs que les gènes cibles. Cette méthode présente l’avantage de 
pouvoir disposer d’un témoin interne à chaque échantillon qui autorise une normalisation des 
valeurs obtenues et donc de minimiser les variations techniques. De plus, le calcul de 
l’expression relative d’un gène cible par rapport à un gène témoin par la méthode de « ∆∆Ct » 
est relativement aisée. Outre la grande attention qu’il est nécessaire d’apporter aux étapes en 
amont de la PCR en temps réel (extraction d’ARN, standardisation des ARN, réverse 
transcription) qui représentent des sources de variabilité qu’il faut minimiser au maximum 
grâce à des standardisations (Nolan et al., 2006), deux points sont fondamentaux dans 
l’analyse d’expression par la méthode de « ∆∆Ct » : le choix du gène de référence et 
l’efficacité d’amplification des couples d’amorces. 
Le choix du gène de référence est effectué après amplification de plusieurs gènes et 
l’étude de leurs variations dans le cadre de l’expérience. Le gène de l’α-tubuline a été retenu 
car il présente une activité d’amplification de 100% et ne présente pas de différence de profil 
d’expression entre les groupes traités et non traités (Figure IV-3). La détermination des 
facteurs d’induction a donc été conduite en utilisant l’ α-tubuline comme gène de référence.  
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Figure IV-4. Régulations transcriptionnelles précoces observées en réponse au GR24 
chez G. rosea A) Comparaison des niveaux de transcrits en réponse au GR24 chez G. rosea 
dans les 3 répétitions biologiques. Les ARN extraits après 1h, 5h ou 24h de traitement ont été 
standardisés puis réverse-transcrits avant d’être amplifiés par PCR en temps réel. Les résultats 
ont été normalisés par le niveau d’expression du gène de la tubuline. B) Régulation de 
l’expression génique de 2 gènes détectés comme induits précocement en réponse aux exsudats 
racinaires (NOC4 et pyruvate carboxylase) et du gène codant pour l’ATP synthase dans la 
répétition biologique 3. Les lignes en pointillés rouges et verts représentent les seuils 
d’induction et de répression, respectivement.  
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Les expériences de RT-PCR quantitative en temps réel ont été réalisées à partir de 
trois répétitions biologiques selon un protocole identique à celui utilisé lors de la construction 
de la banque SSH (traitement au GR24 à 10-8M, collecte des ARN totaux de G. rosea après 
1h, 5h et 24h à partir des spores pré germées des champignons traités ou non). Les gènes 
cibles testés, issus de la banque SSH, ont été choisis en fonction de leur rôle biologique 
potentiel. La variabilité expérimentale acceptable a été déterminée sur la base de la variabilité 
des répétitions techniques et a été fixée à 0,5 cycles. La limite théorique de détection de 
variation d’expression par la méthode de qPCR est de 1 cycle entre les 2 groupes 
d’échantillons. Par conséquent, les échantillons dont les valeurs de Ct diffèrent de plus de 1 
cycle après la normalisation par rapport à la tubuline seront considérés comme régulés 
positivement ou négativement. Cela correspond à une régulation d’expression d’un facteur 2 
entre les deux lots de spores. Les résultats de cette comparaison (Figure IV-4 A) montrent 
qu’aucun des gènes testés ne présente de régulation transcriptionnelle biologiquement 
représentative. Les expériences répétées et réalisées également avec les gènes cibles 
présentant des homologies avec NOC4 (Ac#AJ419666), la pyruvate carboxylase 
(Ac#AJ419670) et l’ATP synthase (Ac#EX452304) ont confirmé une absence de régulation 
transcriptionnelle significative liée au GR24 dans les 24h suivant le traitement (Figure (III-4 
B). 
Cette apparente absence de régulation transcriptionnelle des gènes ciblés en réponse au 
GR24 peut être interprétée selon deux hypothèses non exclusives. Tout d’abord, on peut 
invoquer le fait que la synthèse des messagers est très importante lors de la germination des 
spores (Beilby et al., 1983 ; chapitre III). Aussi, après 2 jours d’incubation la quantité 
importante d’ARN messagers présents dans les cellules de G. rosea peut-elle constituer un 
matériel génétique qui suffit, par le biais de la traduction, à fournir les protéines permettant la 
croissance du champignon et les premières réponses au GR24. Cela impliquerait un lent 
turnover ou une protection des ARN messagers lors de la phase asymbiotique. Une seconde 
hypothèse est que la régulation transcriptionnelle n’existe que de manière très localisée, à 
l’apex des hyphes et à la base des primordia de ramification. La dilution de ces ARNm 
nouvellement transcrits par la masse totale des ARN présents constituerait donc un artéfact 
qui ne permettrait pas d’observer une induction transcriptionnelle.  
Afin de déterminer l’importance d’une éventuelle régulation de l’expression génique 
dans la mise en place du « branching » chez G. rosea en réponse au GR24, des expériences 
d’inhibition de la transcription ont été menées. 
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Figure IV-5. Importance de la transcription nucléaire dans la réponse de « branching » 
consécutive au traitement par le GR24. 
Les différents groupes de spores ont été traités par le GR24 10-8M seul ou en combinaison 
avec un inhibiteur de synthèse d’ARNm, l’Actinomycine D. Les témoins correspondants, 
quant à eux, ont été traités par de l’acétone 0.001%. Les nombres d’apex néoformés dans les 
24h suivant les traitements ont été comparé par une analyse ANOVA suivie d’un test de 
Tukey. Les groupes d’échantillons significativement différents (P<0.05) sont indiqués par des 
lettres différentes. Les données représentées sont la moyenne des valeurs de 30 échantillons 
émanant de 2 expériences indépendantes. Les barres d’erreurs représentent l’erreur standard à 
la moyenne. 
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III. L’inhibition de la transcription de gènes nucléaires conduit à 
l’inhibition partielle de la réponse morphologique de Gigaspora rosea au 
GR24. 
 
L’inhibition de la transcription de gènes nucléaires a été obtenue par l’utilisation 
d’actinomycine D. Cette molécule se fixe sur l’ADN et inhibe le mouvement de l’ARN 
polymérase. L’actinomycine D n’a pas été intégrée directement au milieu de culture car des 
travaux antérieurs réalisés chez Glomus caledonium et Gigaspora margarita ont montré 
qu’une incubation des spores dans un milieu contenant de l’actinomycine D provoquait une 
réduction de la synthèse d’ARNm lors de la germination et une diminution de la croissance du 
tube germinatif (Hepper et al. 1979 ; Beilby et al., 1983 ; Burggraaf et al., 1989). L’effet de 
l’actinomycine a donc été testé sur le bioessai de ramification classique, en injectant 
l’actinomycine seule ou en même temps que le GR24 de part et d’autre du tube germinatif 
d’une spore pré-germée (Nahgahashi et Douds, 1999 ; Buée et al., 2000).  
Les résultats obtenus (Figure IV-5) montrent que la différence observée entre les 
témoins positifs (GR24 10-8M seul) et les témoins négatifs (Acétone 0.001%) est significative 
(P<0.01). L’inhibition de la transcription par l’actinomycine D n’a pas d’effet significatif sur 
la croissance des témoins. Cette absence d’effet de l’actinomycine D sur les témoins négatifs 
permet de conclure à l’absence de létalité du traitement. Cela laisse aussi penser que le 
champignon dispose de tout le matériel nécessaire à sa croissance, probablement hérité de la 
biosynthèse intense qui se déroule lors de la germination (chapitre III ; Beilby et al., 1983). 
Les conséquences de l’inhibition de la transcription sur le « branching » sont évaluées par 
comparaison entre le témoin positif traité (GR24 seul) et le groupe expérimental 
(GR24+actinomycine D). L’induction du « branching » par le GR24 n’est que partiellement 
affectée par l’actinomycine à 20µM. En revanche, à des concentrations de 50 et 80µM cette 
molécule provoque une inhibition de la réponse de « branching » induite par le GR24. En 
effet, le nombre d’apex néoformés en 24h en réponse à un traitement conjugué GR24 et 
actinomycine 50 ou 80µM n’est pas significativement différent du témoin négatif. Cette 
approche pharmacologique montre donc que, dans les 24h de l’expérience, la croissance 
asymbiotique de l’hyphe ne requiert pas une néosynthèse de transcrits alors que le 
« branching » est dépendant d’une transcription plus active. 
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IV. Conclusion  
  
Le séquençage de la banque SSH a mis en évidence les catégories fonctionnelles de 
gènes impliqués en large majorité (42%) dans le métabolisme primaire ou la traduction.  
Les gènes du métabolisme primaire sont plus particulièrement composés de protéines 
impliquées dans le catabolisme responsable de la synthèse d’ATP. Cela conforte l’hypothèse 
d’une activation précoce du métabolisme mitochondrial suivie par une synthèse de novo des 
transcrits impliqués dans la biosynthèse d’énergie. 
Par ailleurs, la banque SSH ne comporte pas de gènes en relation avec la biogenèse 
mitochondriale ce qui renforce l’hypothèse selon laquelle l’induction de cette biogenèse par le 
GR24 relèverait plutôt d’une régulation post-transcriptionnelle. On peut aussi noter la quasi 
absence de facteurs de transcriptions dans les séquences obtenues. Enfin, il faut souligner que 
63% des unigènes obtenus ne présentent aucune homologie avec des séquences connues mais 
pourraient jouer un rôle majeur dans le phénomène étudié. 
Les expériences pharmacologiques menées avec l’actinomycine D ont montré que, 
dans les 24h de l’expérience, la croissance asymbiotique de G. rosea ne requiert pas de 
transcription mais que l’obtention d’une réponse de « branching » complète est conditionnée 
par la capacité du champignon à effectuer une synthèse de transcrits de novo. 
Les expériences de qRT-PCR n’ont pas permis de mettre en évidence des régulations 
transcriptionnelles représentatives de la biologie du système en réponse au GR24 lors des 
temps précoces et cela même pour les gènes de la pyruvate carboxylase et NOC4 
précédemment décrits comme fortement régulés par la fraction semi-purifiée d’exsudats 
racinaires (BF) (Tamasloukht et al., 2003). Cela suggère qu’au sein des exsudats racinaires 
d’autres molécules agissent simultanément avec les strigolactones.  
Des expériences de RT-PCR et/ou d’hybridation in situ permettraient de localiser les 
noyaux dont la transcription est activée en réponse au GR24. Les régulations géniques 
spécifiques pourraient être analysées après micro-dissection des zones d’intérêt et 
quantification par qRT-PCR des transcrits produits dans ces régions, une technique bien 
éprouvée chez les plantes (Nelson et al., 2006) et qui commence à être utilisée dans l’étude de 
la symbiose endomycorhyzienne à arbuscules (Balestrini et al., 2007). 
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V. Matériel et méthodes 
V.1. Séquençage 
V.1.1 Construction de la banque SSH 
 
Les champignons ont été cultivés en milieu M (composition en annexe II) liquide 
dépourvu de saccharose en boîte de 25 compartiments dont chaque compartiment comportait 
2 ml de milieu M (composition en annexe II). Les champignons du groupe essai ont été 
traités, après 5-6 j d’incubation à l’obscurité à 30°C et sous atmosphère contrôlée à 2% CO2 
par le GR24 à la concentration finale 10-7 M ou par l’acétone 0.001%. Les traitements ont été 
effectués de manière aléatoire (randomisation) sur chaque boîte de manière à éviter un biais 
expérimental lié à un « effet boîte ». 
Les ARN totaux ont été extraits par le kit RNAeasy Plant mini kit (quiagen) en suivant 
le protocole « plantes et champignons » et en respectant les recommandations du fabricant. 
Un traitement DNase a été effectué sur colonne lors de cette extraction. L’extraction des ARN 
totaux a été réalisée après 1h, 5h et 24h de traitement par le GR24 (tester) ou par l’acétone 
0.001% (driver). Les ARN totaux ont été dosés par électrophorèse capillaire et regroupés par 
conditions (driver et tester) afin de construire une banque suppressive soustractive (SSH). 
Cette banque SSH, supposée enrichie en séquences différentiellement exprimées, a été 
construite selon le protocole standard recommandé par le fabricant (Clontech) avec pour seule 
modification l’ajout d’une quantité plus importante de driver lors de la première hybridation 
(facteur 2 : 1 au lieu du ratio 1 :1 préconisé par le fabricant). Les amplificats PCR obtenus ont 
ensuite été clonés dans le plasmide pGEM-t (Promega) en suivant les recommandations du 
fabricant. Les colonies bactériennes d’E. coli souche DH5-α ayant incorporé un insert ont été 
repiquées en plaque 96 puits, dans du milieu Luria Broth agar. 
 
V.1.2. Séquençage et traitement bioinformatique des données brutes de séquençage 
 
La banque de clones bactériens a été dupliquée et séquencée à l’aide de l’amorce T7 
(5’- TAATACGACTCACTATAGGG) par la société Génome Express (Cogenics, France). 
Les données de séquences brutes ont été traitées localement par un script multifonctionnel, 
mis en place sur le serveur bioinformatique du laboratoire, par Hélène San Clémente. Les 
séquences fournies par la société Génome Express ayant déjà été criblées pour leur qualité, la 
première étape a consisté à rechercher la présence de séquences de vecteurs résiduelles dans  
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les séquences obtenues. Cela a été réalisé par une recherche BLAST spécifique focalisant les 
recherches d’homologies sur la base de données des séquences de vecteurs disponibles au 
NCBI (Vecscreen). Les parties homologues à des vecteurs de clonages connus ont été 
éliminées puis les parties de séquences contenant des séquences polyA et polyN ont été 
éliminées. Enfin les séquences homologues ont été regroupées en contig par le programme 
CAP3 avec les paramètres suivants : poly T = 10; longueur minimale de recouvrement pour 
que 2 ESTs soient intégrés au contig : N > 20 ; pourcentage d’identité minimal dans la zone 
de recouvrement supérieur à 65 %. Les séquences ne réunissant pas ces paramètres ou ne 
présentant aucune homologie constituent des singletons. Après tous ces traitements, les 
séquences de la banque soustractive ont été stockées sur un serveur local.  
 
V.1.3. Recherche d’homologies des séquences de la banque avec les séquences disponibles 
dans les bases de données publiques (NCBI, Swissprot, Uniref100). 
 
Les recherches d’homologies protéiques par BLASTX ont été réalisées sur des 
serveurs unix locaux comportant les bases de données nr (NCBI), swissprot, et uniref100 
(EMBL). Les recherches d’homologies nucléotidiques (séquences d’ADNr) ont été réalisées 
en utilisant l’algorithme BLASTN et les recherches ont été limitées au taxon 
« Glomeromycota (taxid:214504) » dans la base de donnée «Others nr » du NCBI. La 
recherche de la présence de domaines protéiques fonctionnels caractéristiques (Pfam) a été 
effectuée par le programme Interpro. Les informations de Gene ontology ont également été 
collectées pour les orthologues lorsqu’elles étaient disponibles. 
 
V.2. Analyses d’expression 
 
V.2.1. Extraction et caractérisation des ARN totaux 
 
Les spores ont été cultivées 6 jours à 30°C à l’obscurité et en atmosphère contrôlée à 
2% de CO2. Puis elles ont été traitées avec du GR24 à 10-8 M ou de l’acétone 0.001% (v :v) 
pendant 1 h, 5 h ou 24 h. Le milieu de culture a été supprimé et les spores germées ont été 
immédiatement prélevées et congelées dans l’azote liquide. Trois répétitions biologiques ont 
été réalisées selon ce protocole. Pour chaque condition expérimentale, 200 spores pré-germées 
de G. rosea ont été utilisées. Les ARN totaux ont été extraits avec le kit RNAeasy plant mini  
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kit (Quiagen) selon les recommandations du fabricant. Afin d’éliminer les traces d’ADN 
génomique, les ARN ont été traités avec une DNase Rnase-free (Invitrogen) selon les 
recommandations du fabricant. Les quantités des ARN totaux ont été mesurées avec un 
spectrophotomètre ND-1000 (Nanodrop technologies) et standardisées par la concentration la 
plus faible mesurée pour chaque répétition biologique. L’intégrité des ARN a été évaluée par 
électrophorèse capillaire à l’aide d’un bioanalyseur Agilent 2100 (Agilent technologies). 
 
V.2.2 Analyses en RT-PCR quantitative en temps réel 
 
L’enzyme ImPromII (Promega) a été utilisée pour réaliser l’étape de reverse-
transcription selon les recommandations du fabricant. Les ADNc simple brin ont été purifiés à 
l’aide du kit Wizard PCR purification kit (Promega) et les concentrations d’ADNc contrôlés 
et ajustées par dosage au spectrophotomètre ND-1000.  
 Le principe de la méthode de PCR quantitative en temps réel (qPCR) repose sur 
l’incorporation d’un colorant fluorescent, le SYBR green, dans les dimères d’ADN. Ainsi, au 
fil de l’augmentation de la quantité d’ADN double brin lors des cycles d’amplification PCR, 
la quantité de colorant intercalée augmente de manière proportionnelle. On peut ainsi suivre 
en temps réel la quantité d’ADN présente dans l’échantillon au cours de chaque cycle PCR. 
Lorsque le niveau de fluorescence de l’échantillon dépasse un seuil (Ct pour Cycle threshold), 
déterminé à partir du bruit de fond initial de tous les échantillons, la valeur est enregistrée par 
l’appareil et servira pour les calculs subséquents. Les valeurs de Ct sont directement liées à la 
quantité de transcrits initialement présents dans l’échantillon et peuvent servir à la 
comparaison des niveaux d’expression d’un gène entre les échantillons ayant subit différents 
traitements. Les expériences de PCR quantitative en temps réel ont été menées dans des 
plaques 384 puits, en utilisant un système de détection ABI PRISM 7900 HT (Applied 
biosystems). Les amplifications ont été réalisées dans un volume réactionnel de 10µl 
contenant 5µl de SYBR Green MasterMix 2X (Applied biosystems), 10 µM de chaque 
amorce et 5 ng de matrice d’ADNc. La quantité optimale d’ADNc nécessaire à l’amplification 
qPCR a été déterminée par des expériences préliminaires de dilutions de la matrice et de 
comparaison d’efficacité d’amplification. Chaque amplification de gène a été réalisée en 
triplicat. Les triplicats ont été validés avec une erreur technique de 0.5 Ct. Le programme 
PCR utilisé était 50°C pendant 2 min puis 95°C pendant 10 min, répétés pendant 40 cycles et 
terminé par 95°C pendant 15 sec et 60°C pendant 1 min. Les analyses de courbes de fusion  
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Tableau IV-2. Amorces PCR utilisées dans les travaux présentés. 
 
 
Gène Séquence (5’-3’) Brin 
CTACACCGAGGGTGCTGAACTT Sens α-tubulin 
GAGTGGGTTATTTGGAAACCTTGT Antisens 
GCATCTGTGGTAGCATTTGG Sens Sphingosine-1P lyase 
CCGCTGGTGGATTTTGTAAT Antisens 
GCAGGTCTCCGTTTACGCTAA Sens NOC4 homolog 
TGGCCAAAAGGAGGCAATT Antisens 
Pyruvate carboxylase TCCGGGTTATGGTTTCCTTTCGGA Sens 
  TCAATAACATCAGGTGTAGGACCAACAAA Antisens 
CuZn superoxide dismutase GCTGGACCTCATTTCAATCCAC Sens 
  TGTTCTTTAGCAACGCCATTCAC Antisens 
ATP synthase TAGATCCGCCACCATTATCC Sens 
  CTTTGTTGCTTCGTCGTCCT Antisens 
3-ketoacyl-Coa thiolase TTTATTCGTGCTTCAGTTGTTG Sens 
  TTGATTCCAAGTCCAGTTCG Antisens 
Cytochrome c oxidase V CAGCATCTTTGGCTTCCTTT Sens 
  GCTTTCTGACGACGCATTTT Antisens 
Px19 TGGCAAACTTTTCGAGTTGACCCT Sens 
  TCTTTGCAGCACCATCTGCGA Antisens 
Ste12 like CCAGGTGACATTCCTTTGGT Sens 
  CCGTTGCTAGAGCTGAACCT Antisens 
Subtilisin like  AGGCACGCTCATCTCCA Sens 
  TTTGCTGTTGCTGCTGGTAA Antisens 
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ont été réalisées lors de chaque réaction afin d’exclure les amplifications non spécifiques 
éventuelles de l’analyse d’expression. Les lignes de bases et les seuils de fluorescence (Ct) 
optimaux ont été déterminés en utilisant la fonction “automatic Ct” disponible dans le logiciel 
SDS 2.2 (Applied Biosystems). L’efficacité d’amplification (E) a été déterminée pour toutes 
les amorces en utilisant l’équation : E = 10-1/pente (Pfaffl, 2001). Les pentes ont été déterminées 
graphiquement après amplification de la matrice d’ADNc diluées (Figure IV-3). Toutes les 
efficacités sont supérieures à 1.75 et donc équivalente à 100%. Dans les expériences de 
quantification absolue du contenu en ADN des spores (chapitre III) les courbes de calibration 
ont été obtenues par dilution des ADNc de 0.15 à 15 ng. Le gène de l’α-tubuline a été utilisé 
comme gène de référence. Les ratios d’induction ont été calculés par la méthode standard de 
∆∆Ct. Toutes les données exportées du logiciel SDS2.2 ont été analysées avec Microsoft 
Excel. La liste des amorces utilisées figure dans le tableau IV-2. 
 
V.3. Inhibition générale de la transcription 
 
Les concentrations d’actinomycine D (Sigma-Aldrich) utilisées sont basées sur les 
données de la littérature (Burggraaf et al., 1989). Les concentrations finales sont de 20, 50 et 
80 µg/ ml. Ces concentrations ont été obtenues après dilution d’une solution mère à 1 mg/ ml 
préparée dans l’éthanol 100%. 
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 Figure V-1. La chaîne de respiration mitochondriale des champignons. 
(D’après Joseph-Horne, 2001). 
 
Les chaînes de transfert des électrons des champignons, en plus des complexes I 
(NAD(P)H deshydrogénases), II (succinate deshydrogénase), III (cytochrome b-
c1) et IV (cytochrome oxydase) peuvent comporter des NAD(P)H 
déshydrogénases alternatives localisées dans les feuillets externe ou interne de la 
membrane interne mitochondriale (NDE1 et NDI, respectivement ). Une oxydase 
alternative (AOX) peut également être présente et court-circuiter le flux 
d’électrons de l’ubiquinone vers le complexe IV en les transférant directement sur 
l’oxygène. Les complexes I, III et IV entraînent la sortie des protons de la matrice 
mitochondriale vers l’espace intermembranaire, établissant ainsi le gradient de 
protons indispensable à la synthèse d’ATP par le complexe V (ATP synthase).  
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-Chapitre V – 
 Le « branching » observé en réponse au GR24 chez Gigaspora rosea est 
étroitement lié à la phosphorylation oxydative mitochondriale. 
 
I. Introduction 
 
 Les résultats antérieurs obtenus avec des approches de polarographie (mise en 
évidence d’une augmentation de la consommation d’oxygène), de microscopie (réorganisation 
du mitochondriome) et de biochimie (mise en évidence d’une augmentation de l’activité 
NADH déshydrogénase et de la synthèse d’ATP) ont conduit à considérer les mitochondries 
comme des organites jouant un rôle déterminant dans la réponse de G. rosea aux exsudats 
racinaire, puis aux strigolactones (GR24) (Tamasloukht et al., 2003 ; Besserer et al., 2006). 
L’approche pharmacologique qui suit vise à préciser le rôle de la mitochondrie dans la 
réaction de « branching ».  
Il a été démontré que la biogenèse mitochondriale était dépendante de la synthèse des 
protéines codées par le génome mitochondrial (Wilkie, 1977 ; Forde et al., 1979). Aussi, afin 
d’établir une relation directe entre la biogenèse mitochondriale observée en réponse au GR24 
et la réponse de « branching », une inhibition de la synthèse protéique mitochondriale par le 
chloramphénicol a été testée. 
Puis, pour mettre en évidence une éventuelle action directe du GR24 sur le complexe 
respiratoire et lier l’activité de phosphorylation oxydative au « branching », nous avons choisi 
des inhibiteurs dont l’action touche différents niveaux de la chaîne respiratoire 
mitochondriale. De plus, comme aucune donnée n’était disponible sur la composition de la 
chaîne respiratoire de G. rosea, nous avons recherché la présence de voies alternatives. En 
effet, il existe une grande diversité architecturale de la chaîne de transfert des électrons 
dépendante des types tissulaires et des organismes. Les champignons, en plus de posséder une 
chaîne de transfert des électrons branchée (Joseph-Horne, 2001), peuvent avoir des 
mitochondries capables de fonctionner en anaérobie avec des accepteurs d’électrons différents 
de l’oxygène (Tielens et al., 2002). Comme les données précédentes montrent que G. rosea a 
une chaîne respiratoire impliquant la consommation d’oxygène, les études d’inhibition de la 
respiration cellulaire ont été basées sur l’hypothèse de l’existence d’une chaîne respiratoire 
mitochondriale identique à celle décrite par Joseph-Horne, 2001 (Figure V-1.) 
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Figure V-2. Effet de l’inhibition de la traduction mitochondriale sur le « branching » 
de Gigaspora rosea en réponse au GR24.  
 
Les différents groupes de spores ont été traités par le GR24 10-8M seul (GR24+) ou en 
combinaison avec un inhibiteur de traduction mitochondriale, le chloramphénicol (GR24+
Chloramphenicol). Les témoins correspondants, quant à eux, ont été traités par de l’acétone 
0.001% (GR24-) ou avec de l’acétone et du chloramphenicol (Chloramphenicol). Les 
nombres d’apex néoformés dans les 24h suivant les traitements ont été comparés par une 
analyse ANOVA suivie d’un test de Tukey. Les groupes d’échantillons significativement 
différents (P<0.05) sont indiqués par des lettres différentes. Les données représentées sont la 
moyenne des valeurs de 30 échantillons provenant de 2 expériences indépendantes. Les 
barres d’erreurs représentent l’erreur standard à la moyenne. 
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II. Résultats et discussion 
 
II 1. L’inhibition de la traduction mitochondriale conduit à une perte de l’effet du GR24 
sur le « branching » de Gigaspora rosea.  
  
Nous avons déjà montré par immunocytologie que le contenu en protéine COX1 
augmente en réponse au GR24 après 1 et 5 heures de traitement (Chapitre II, Besserer et al., 
2006). D’autre part, l’activation rapide de la chaîne de transfert des électrons et de la synthèse 
d’ATP a également été mise en évidence (Chapitre III). Ces données placent la mitochondrie 
et plus particulièrement son mécanisme oxydatif au centre de la réponse au GR24. Chez les 
champignons le génome mitochondrial ne code que pour 35 à 40 protéines. Les protéines 
codées sont des sous-unités des complexes respiratoires, de l’ATP synthase et des ribosomes 
mitochondriaux (Bullerwel et al., 2005). Des études antérieures ont montré que l’utilisation de 
chloramphénicol, un inhibiteur de la traduction mitochondriale, sur des souches sauvages de 
Neurospora crassa ou de Tetrahymena pyriformis conduit à des phénotypes très proches de 
ceux des mutants déficients en cytochrome c oxydase (Lambowitz et al., 1972 ; Perasso et al., 
1982). Ainsi, l’inhibition spécifique de la traduction mitochondriale devrait inhiber la 
biogenèse des ribosomes mitochondriaux et donc la biogenèse mitochondriale c’est à dire la 
division des mitochondries. 
Afin de vérifier l’efficacité de l’inhibiteur sur sa cible et de tester l’importance de la 
traduction mitochondriale lors de la germination, le chloramphénicol est intégré au milieu de 
culture aux concentrations finales de 1, 2 et 4 mg/ml. Il en résulte une inhibition totale de la 
germination des spores par rapport au témoin (50 à 70% de germination) quelque soit la 
concentration en chloramphénicol utilisée. Cependant, seule la concentration de 4 mg/ml 
conduit à l’obtention de spores brunes moribondes. Le chloramphénicol à 1 et 2 mg/ml tout en 
atteignant sa cible, puisqu’il inhibe la germination, ne semble pas létal.  
Pour tester l’importance de la traduction mitochondriale lors du « branching », des 
spores pré-germées ont été traitées selon le protocole classique du bioessai de ramification 
(Nagahashi et Douds, 1999 ; Buée et al., 2000). La différence entre les groupes traités au 
GR24 10-8M seul (témoins positifs) et ceux traités à l’acétone 0.001% (témoins négatifs) est 
significative (P<0.01, Figure V-2). Le traitement au chloramphénicol (1mg/ml) n’a pas d’effet 
détectable sur les témoins négatifs. Un traitement simultané GR24/ Chloramphénicol 1mg/ml 
conduit à une forte diminution du « branching » et ce, de manière significative (P<0.05). Ces 
résultats suggèrent que le « branching » consécutif au traitement par le GR24 dépend d’une  
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 Figure V-3. Localisation des cibles des inhibiteurs SHAM et KCN dans la chaîne de 
transfert des électrons. 
 
Le SHAM (Acide salicylhydroxamique A) inhibe spécifiquement le transfert d’électrons de
l’ubiquinone sur l’oxygène par l’oxydase alternative. Le KCN (cyanure de potassium) inhibe
le transfert d’électrons du cytochrome c sur l’oxygène par la cytochrome c oxydase.
L’inhibition simultanée des 2 sites de transfert conduit à l’inhibition totale de la chaîne
respiratoire mitochondriale. L’utilisation de chaque inhibiteur seul peut conduire à
l’utilisation de la voie qui n’est pas inhibée, si elle existe.  172
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traduction mitochondriale opérationnelle. Cette dernière étant elle-même indispensable à la 
biogenèse mitochondriale, nous proposons qu’il existe bien un lien étroit entre la biogenèse 
mitochondriale observée dans le chapitre II et le « branching » caractéristique de G. rosea 
lorsqu’il est traité au GR24.  
 
II.2. L’inhibition de la voie ramifiée de transfert des électrons conduit à une forte 
diminution du « branching ». 
 
Dans une première approche, afin de tester l’effet de l’inhibition de la chaîne de 
transfert des électrons, le cyanure de potassium (KCN) a été utilisé. Ce poison se lie à l’ion 
ferrique (Fe3+) du complexe cytochrome c oxydase et inhibe ainsi son fonctionnement (figure 
V-3.). Si l’organisme traité ne possède pas d’oxydase alternative (AOX), insensible au KCN, 
dans sa chaîne de transfert des électrons, alors cette dernière sera totalement inhibée et le 
traitement sera létal.  
Cependant, les champignons possèdent fréquemment, comme les plantes, une chaîne 
respiratoire branchée comportant notamment une AOX (Joseph-Horne, 2001). Cette AOX, 
localisée dans la membrane interne de la mitochondrie, reçoit directement les électrons de 
l’ubiquinone pour les transférer sur l’oxygène (Figure V-3). Lorsque les électrons empruntent 
cette voie, les complexes III et IV sont court-circuités et cela conduit à une perte de pompage 
de 4 protons et donc à une diminution de la quantité d’ATP produite par la mitochondrie. 
Néanmoins, cette voie alternative permet une réoxydation des cofacteurs NADH, NAD(P)H et 
FADH2 par le complexe I (Figure V-3), permettant le fonctionnement des voies cataboliques 
productrices d’ATP. D’ailleurs, les AOX fongiques sont activées par l’AMP (Juarez et al., 
2006) dont les fortes concentrations reflètent un faible niveau énergétique cellulaire. Enfin, 
l’AOX peut constituer une voie de survie des champignons lorsqu’ils se développent dans des 
conditions inhibitrices de la voie principale (concentrations élevées en NO ou en ROS), 
notamment lors des processus infectieux (Mur et al., 2006). Elle participe également à la 
résistance aux fongicides (Miguez et al., 2004). 
Afin de tester l’importance de la voie principale de transfert des électrons et 
l’efficacité inhibitrice du KCN, celui-ci a été intégré à la concentration de 1, 1.5 et 2 mM au 
milieu de culture avant la mise en germination des spores. De manière surprenante, la 
germination n’est pas du tout affectée en présence de KCN et ceci quelque soit la 
concentration utilisée. Plusieurs hypothèses sont donc possibles : soit le KCN ne pénètre pas 
dans les cellules, soit il est détoxifié très rapidement selon certaines voies métaboliques bien  
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caractérisées chez les microorganismes (Knowless, 1976 ; Ebbs 2004). En fait, des données 
antérieures (Tamasloukht et al., 2003) montrent que le KCN pénètre bien dans les hyphes de 
G. rosea et y exerce une action inhibitrice sur la respiration (perte de la fluorescence des 
mitochondries). Une autre hypothèse, au regard de la grande diversité de composition des 
chaînes de respiration mitochondriale chez les champignons, est que G. rosea présente une 
voie de respiration branchée comportant une oxydase alternative insensible au cyanure.  
Afin de tester l’hypothèse de l’existence d’une oxydase alternative, du SHAM (Acide 
SalicylHydroxamique A), un inhibiteur spécifique de cette voie, a été introduit dans le milieu 
de culture avant la mise en germination des spores aux concentrations de 5, 2.5 et 1 mM. 
Aucune germination n’a été observée sur ces milieux. En revanche, les témoins qui ont germé 
sur un milieu M (composition en annexe II) normal ont un taux de germination habituel (50 à 
60%). Ces résultats suggèrent l’existence d’une oxydase alternative chez G. rosea importante 
pour la germination. Il est intéressant de noter que cette dépendance apparemment exclusive 
de la germination des spores de G. rosea vis-à-vis de la voie de l’alternative oxydase se 
retrouve aussi dans le cas de la germination des graines d’Orobanche sp. (Bar Nun et al., 
2003), une plante parasite chez laquelle l’AOX est supposée jouer un rôle de détoxification 
des espèces activées d’oxygène.  
Une hypothèse pouvant expliquer l’importance de l’AOX dans la germination des 
spores de G. rosea serait que durant les premiers stades du développement de G. rosea, la 
voie principale n’est pas utilisée. Il a été montré chez Colletotrichum coccodes que la 
germination des conidies est inhibée par des concentrations élevées en NO (Wang and 
Higgins, 2005). L’action inhibitrice du NO réside dans sa liaison réversible à la cytochrome c 
oxydase (Brown et al., 1994). Il est donc possible que les spores de G. rosea contiennent un 
niveau élevé de NO inhibant ainsi la voie de respiration impliquant la cytochrome c oxydase. 
La concentration en NO baisserait lors du développement du champignon, grâce à l’activité 
mitochondriale basée sur le fonctionnement de l’AOX, rendant ainsi progressivement 
fonctionnelle la voie de respiration sensible au KCN. 
Afin de déterminer le rôle joué par l’une ou l’autre des voies respiratoires lors du 
« branching », KCN et SHAM ont été utilisés seuls ou simultanément lors des traitements par 
le GR24 sur des spores pré germées. L’application des inhibiteurs sur les témoins négatifs est 
dépourvue d’effet létal dans le temps de l’expérience (non montré). En présence de GR24, le 
KCN n’affecte en rien le « branching », la différence avec les témoins non traités étant 
toujours très significative (P<0.01) comme le montre la Figure V-4. Dans les mêmes 
conditions, le SHAM n’a qu’un effet partiel. Cela suggère fortement une disponibilité  
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 Figure V-4. Effet des inhibiteurs SHAM et KCN sur le « branching » de Gigaspora
rosea en réponse au GR24. 
 
Le SHAM (barres vertes) a été utilisé pour traiter des spores témoins (SHAM+) ou en 
combinaison avec le GR24 10-8M (GR24+ SHAM+). De même, le KCN à 2 mM (barres 
oranges) a été utilisé pour traiter des spores témoins (KCN+) ou en combinaison avec le 
GR24 10-8M (GR24+ KCN+). Les témoins négatifs (GR24-) et positifs (GR24+) sont 
représentés respectivement par les barres jaunes et bleues. Enfin, les 2 inhibiteurs ont été 
utilisés simultanément au GR24 10-8M (barre verte hachurée orange).  
Les nombres d’apex néoformés dans les 24h suivant les traitements ont été comparés par 
une analyse ANOVA suivie d’un test de Tukey. Les groupes d’échantillons 
significativement différents (P<0.05) sont indiqués par des lettres différentes. Les 
données représentées sont la moyenne des valeurs de 25 échantillons émanant de 3 
expériences indépendantes. Les barres d’erreurs représentent l’erreur standard à la 
moyenne. 
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fonctionnelle des 2 voies respiratoires et la capacité du champignon à passer de l’une à l’autre 
selon les conditions environnementales auxquelles il est exposé. Ce mécanisme de tolérance a 
été décrit chez d’autres organismes (Helmerhorst et al., 2005 ; Jurèz et al., 2006).  
L’inhibition significative (P<0.05) de la réponse de « branching » en réponse au GR24 
ne peut être obtenue que par l’utilisation simultanée des inhibiteurs SHAM et KCN. 
Cependant, même dans ce cas, le groupe « GR24+ SHAM+ KCN+ » est significativement 
différent du groupe des témoins négatifs (P<0.05), ce qui suggère qu’une respiration 
résiduelle est sans doute conservée chez ces champignons, même lorsqu’ils sont doublement 
traités. Cela peut s’expliquer i) par une diffusion et une pénétration incomplète des inhibiteurs 
liée à leur utilisation simultanée ou ii) par l’existence d’un accepteur final d’électrons 
différent de l’oxygène comme les nitrates ( ) via la nitrate réductase, ou les nitrites 
( ) via la nitrite réductase, comme cela a été décrit chez d’autres champignons des genres 
Fusarium et Cylindrocarpon (Tielens et al, 2002). Cette hypothèse est confortée par le fait 
que le gène codant pour la nitrate réductase est présent chez G. rosea comme le montre le 
tableau en Annexe I (séquençage de la banque soustractive). Cet EST présente également une 
homologie forte (71% d’homologie ; e-value = 8e
-
3NO
-
2NO
-25) avec le clone 
BCTU3539.y1#826#131#1129#27#11 de la banque Glomus_all_JGI_seqs_06 du consortium 
de séquençage du génome de Glomus intraradices.  
Ainsi l’ensemble des données acquises lors de cette expérience suggère l’existence 
d’une voie alternative chez G. rosea. Cette voie alternative jouerait un rôle déterminant lors 
de la germination des spores. De plus, le fait que l’inhibition de l’étape finale de transfert 
d’électrons sur l’oxygène (réalisée par la double inhibition du complexe IV et de l’AOX) 
inhibe aussi partiellement le « branching » suggère l’importance de l’O2 comme accepteur 
final des électrons dans la réponse au GR24. Par ailleurs l’existence de cette voie alternative 
peut conférer au champignon une plasticité adaptative lors de situations de stress rencontrées 
lors de son développement dans le sol ou dans les tissus de la plante. 
 
II 3. L’inhibition de la synthèse mitochondriale d’ATP inhibe le « branching » 
 
Nous avons montré que la fonction oxydative des mitochondries (réoxydation du 
NADH en NAD+) est augmentée en réponse au GR24 (chapitre III) et, si elle est inhibée, 
conduit à une forte altération du « branching ». La quantité d’ATP cellulaire augmente 
rapidement (1h) de 30% en réponse à un traitement au GR24 (Chapitre III). La concomitance  
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Figure. V-5. Localisation des cibles des molécules utilisées pour inhiber la synthèse 
d’ATP  
 
La synthèse d’ATP est dépendante d’un gradient de protons entre l’espace 
intermembranaire et la matrice mitochondriale. Pour empêcher la formation de ce gradient 
de protons il faut donc inhiber l’activité des complexes I, III et IV qui, en plus de leur rôle 
dans la chaîne de transfert des électrons, agissent comme des pompes à protons vers 
l’espace intermembranaire. Les inhibiteurs des complexes générateurs du gradient de 
protons sont signalés par un cadre vert (roténone, antimycine A, KCN).  
L’inhibition de la synthèse d’ATP d’origine mitochondriale peut également être obtenue 
par l’action directe de l’oligomycine (inhibiteur de la sous unité F0 de l’ATP synthase) 
représentée ici dans un cadre orange. 
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de l’augmentation de la quantité d’ATP avec la biogenèse mitochondriale observée dès 
1h de traitement (chapitre II) suggère fortement que les 2 phénomènes sont liés. Nous 
pouvons alors émettre l’hypothèse que la production d’ATP d’origine mitochondriale joue un 
rôle important dans le « branching ». Afin de déterminer le rôle de la mitochondrie dans 
l’augmentation de la production d’ATP et d’étudier la dépendance du « branching » vis-à-vis 
de la production d’ATP, nous avons spécifiquement inhibé la synthèse d’ATP issu de la 
phosphorylation oxydative mitochondriale. Cette inhibition peut s’obtenir, soit en bloquant 
l’établissement du gradient de protons, soit en inhibant directement l’activité de l’ATP 
synthase avec de l’oligomycine. Les protons sont expulsés de la matrice vers l’espace 
intermembranaire par les complexes I, III et IV. Ces derniers peuvent être inhibés par la 
roténone, l’antimycine A et le KCN, respectivement (Figure V-5).  
Des expériences préliminaires ont montré qu’aucun de ces trois inhibiteurs utilisés 
seuls n’a d’action inhibitrice sur le « branching ». Le mélange de ces trois inhibiteurs 
(roténone, antimycine A et KCN) incorporés au milieu avant la mise en germination des 
spores conduit à l’inhibition de la germination. De même, l’oligomycine intégrée au milieu de 
culture conduit à une perte de la germination. Les deux stratégies d’inhibition conduisant au 
même résultat, nous pouvons en déduire que dans les deux situations les inhibiteurs atteignent 
leurs cibles et conduisent à un arrêt de la phosphorylation oxydative. Cela permet de conclure 
à la dépendance de la synthèse d’ATP d’origine mitochondriale pour l’aboutissement de la 
germination, le catabolisme n’étant probablement pas suffisant pour suppléer à la demande 
d’ATP nécessaire à ce phénomène.  
La dépendance du phénomène de ramification vis-à-vis de l’ATP a été testée par 
l’utilisation du bioessai classique de « branching » sur des spores pré germées. Le nombre 
d’apex obtenus après 24 h de croissance en réponse aux différents traitements est reporté sur 
la Figure V-6. Ni le mélange des 3 inhibiteurs ni l’oligomycine n’ont d’effet létal sur les 
témoins et leur croissance ne semble pas affectée. Cela laisse supposer que les voies 
cataboliques cellulaires classiques (glycolyse, dégradations des lipides, etc.) produisent 
suffisamment d’ATP pour assurer la croissance normale du tube germinatif. Cette croissance 
post germinative des hyphes ne serait pas dépendante d’un fonctionnement intense de la 
phosphorylation oxydative mitochondriale. En présence de GR24, les traitements avec le 
mélange des 3 inhibiteurs ou avec l’oligomycine conduisent à une diminution significative du 
« branching » (P<0.05). Cela suggère que la production d’ATP mitochondrial est requise pour 
obtenir un « branching » identique au témoin positif. L’absence d’inhibition totale du 
« branching » peut s’expliquer ici par un accroissement de l’activité des voies cataboliques  
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Figure V-6 Effet de l’inhibition de l’ATP synthase mitochondriale sur le 
« branching » de Gigaspora rosea en réponse au GR24. 
 
Les différents groupes de spores stimulées ou non ont été traités avec un mélange 
d’Antimycine A 38µM, de Roténone 20µM et de KCN 2mM (barres vertes) ou avec de 
l’oligomycine 28 µM (barres oranges). Les témoins négatifs sont traités par de l’acétone 
0.001% (GR24-) et les témoins positifs par du GR24 10-8M (GR24+). Les nombres d’apex 
néoformés dans les 24h suivant les traitements ont été comparés par une analyse ANOVA 
suivie d’un test de Tukey. Les groupes d’échantillons significativement différents 
(P<0.05) sont indiqués par des lettres différentes. Les données représentées sont la 
moyenne des valeurs de 30 échantillons résultant de 3 expériences indépendantes. Les 
barres d’erreurs représentent l’erreur standard à la moyenne. 
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productrices d’ATP, comme le suggérait les résultats du chapitre III. Le 
fonctionnement de ces voies métaboliques est rendu possible par l’existence de l’oxydase 
alternative et, très probablement, d’une ou plusieurs NADH déshydrogénase alternatives qui 
assurent la régénération de cofacteurs oxydés indispensables au fonctionnement du 
catabolisme cellulaire.  
 
III Conclusion 
 
Les résultats issus de cette analyse pharmacologique précisent et relient entre-elles, de 
façon plus étroite, les réponses au GR24 observées dans les précédents chapitres que l’on 
pouvait considérer jusqu’alors comme essentiellement corrélatives : les changements 
physiologiques (augmentation de la synthèse et de l’utilisation du NADH par les 
mitochondries ; augmentation de la synthèse d’ATP) observées dans le chapitre III, la 
biogenèse mitochondriale et la réponse morphologique (« branching ») du champignon 
observées dans le chapitre II. 
En effet nous avons établi que : 
- la biogenèse mitochondriale devait jouer un rôle important dans la réponse de G. rosea 
au GR24 puisque son inhibition (obtenue par l’inhibition de la traduction mitochondriale) 
diminuait très fortement le « branching ».  
- G. rosea possède en toute vraisemblance une oxydase alternative et donc une chaîne 
de transfert des électrons ramifiée (insensible au KCN). Cette oxydase alternative serait 
indispensable à la germination des spores du champignon. 
- le bon fonctionnement de la chaîne de transfert des électrons était indispensable pour 
obtenir un « branching » maximal de G. rosea en réponse au GR24 (comme montré par la 
double inhibition de la voie principale et de la voie ramifiée).  
- la synthèse d’ATP mitochondrial était nécessaire pour obtenir le maximum d’intensité 
de la réponse de « branching », l’activation du catabolisme cellulaire ne suffisant pas à fournir 
tout l’ATP nécessaire. 
 
IV Matériel et méthodes 
 
Les cultures de G. rosea ont été obtenues comme décrit dans le chapitre II, p26. Les 
traitements par les inhibiteurs ont tous été réalisés sur un milieu M (composition en annexe II)  
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dépourvu de quercétine afin de s’affranchir des éventuelles synergies existantes entre 
les strigolactones et les flavonoïdes. Deux types de bioessais ont été réalisés : 
- Les molécules inhibitrices sont incorporées au milieu de culture préalablement à la 
mise en germination dans le but de tester l’accessibilité des molécules à leur cible et 
leur action sur la germination des spores.  
- Les molécules inhibitrices sont placées simultanément avec le solvant (acétone) ou 
avec le GR24 10-8 M dans des puits creusés dans la gélose, de part et d’autre du tube 
germinatif. Cela permet de tester l’effet d’un ou plusieurs inhibiteurs sur la réponse de 
« branching » au GR24 (Nagahashi and Douds, 1999 ; Buée et al., 2000) . 
 
Les molécules inhibitrices utilisées proviennent de la société Sigma-Aldrich. Les solutions 
de chloramphenicol à 2 mg et 1 mg / ml ont été préparées dans l’éthanol absolu.  
Le cyanure de potassium (KCN) a été préparé dans l’eau à partir d’une solution mère 
de 100 mM. Puis des dilutions on été réalisées pour obtenir les concentrations 1, 1.5, 2 et 2.5 
mM, dans le milieu M (composition en annexe II) sans saccharose et sans quercétine dans le 
cas du bioessai germination, et dans l’eau ou le GR24 10-8M dans le cas des bioessais en puits 
sur «le branching ».  
De même, une solution mère à 13 mM d’oligomycine (Fluka 75352) préparée dans 
l’éthanol absolu a été utilisée pour obtenir les solutions intermédiaires à 260, 130 et 75 µM. 
Puis des dilutions dans l’eau, le GR24 10-8M ou le milieu M (composition en annexe II) sans 
saccharose et sans quercétine ont été réalisées pour obtenir les solutions finales respectives à 
28, 13, et 7.5µM. 
L’antimycine A résulte d’une solution mère à 19 mM dans l’éthanol absolu puis des 
dilutions ont été réalisées dans l’eau, le GR24 ou le milieu M (composition en annexe II) sans 
saccharose ni quercétine afin d’obtenir les concentrations finales respectives à 38, 19 et 9.5 
µM. 
Le SHAM a été obtenu à partir d’une solution mère à 0.45 M dans l’éthanol absolu 
puis les dilutions nécessaires à l’obtention de solutions à 5, 2.5 et 1 mM ont été réalisées dans 
l’eau, le GR24 ou le milieu M (composition en annexe II) sans saccharose ni quercétine. 
Enfin la roténone a été utilisée à la concentration finale de 20 µM dans l’eau, le GR24 
ou le milieu M (composition en annexe II). La solution de traitement a été obtenue à partir 
d’une solution mère à 4 mM de roténone avec l’éthanol absolu comme solvant. 
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- Chapitre VI - 
 Discussion et perspectives 
 
I. Les strigolactones stimulent le passage de la phase asymbiotique à la 
phase pré symbiotique par l’activation du métabolisme mitochondrial. 
 
 Nous avons mis en évidence que la sorgolactone, une strigolactone de Sorghum 
bicolor, stimulait la prolifération cellulaire des tubes germinatifs de G. rosea en absence de 
plante hôte (Figure 2, chapitre II). En effet cette molécule, comme les analogues de synthèse 
des strigolactones GR24 et GR7, induit le « branching » du champignon ainsi qu’une 
augmentation de sa vitesse de croissance de manière similaire à ce qui avait été observé 
précédemment en réponse aux exsudats racinaires (Bécard et al., 1989,  Buée et al., 2000), ce 
qui caractérise l’étape dite pré symbiotique. Ces données ont été étayées par la démonstration 
de l’activité du 5-desoxy strigol, une strigolactone isolée à partir des exsudats racinaires de 
Lotus japonicus, sur le « branching » de G. rosea (Akiyama et al., 2005). Nous avons montré 
que l’activité des strigolactones s’étendait également à la germination des spores de Glomus 
intraradices et de Glomus claroideum (Figure S4, chapitre II). Chacun de ces deux 
champignons est un représentant d’un groupe de Glomus distinct et phylogénétiquement 
éloigné de celui des Gigasporaceae (Schüβler et al., 2001). Cela suggère fortement que les 
strigolactones, molécules exsudées par les monocotylédones comme par les dicotylédones, 
ont une activité biologique inductrice sur l’ensemble des champignons MA. Les seuils 
d’activité (10-8 à 10-13M) de ces molécules sur les champignons MA correspondent également 
à leur gamme d’activité (10-8 à 10-11M) sur la germination des graines de Striga sp. et 
d’Orobanche sp. (Humphrey et al., 2003). Les sesquiterpènes lactones testées ne sont pas 
actives sur le champignon ce qui démontre que toutes les molécules actives sur les graines de 
Striga et d’Orobanche n’élicitent pas nécessairement la réponse fongique induite par les 
strigolactones. Cela confère donc à cette réponse un certain degré de spécificité par rapport 
aux stimulants de germination des graines de plantes parasites. 
Notre étude cellulaire et moléculaire de la réponse aux strigolactones chez G. rosea 
montre que le passage de la phase asymbiotique (germination spontanée) à la phase pré 
symbiotique (perception de l’hôte) est caractérisé par un changement des statuts réducteur et 
énergétique des hyphes, précédant la réaction de « branching » que l’on observe de manière 
nette 24 h après stimulation. Ces changements physiologiques s’accompagnent de la  
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réorganisation du mitochondriome et, en toute vraisemblance, de l’ensemble des organites. 
Nous pouvons penser que ces profonds remaniements cellulaires sont les signes précurseurs 
des modifications du patron de développement visibles à l’échelle de l’organisme entier telles 
que le « branching » ou l’augmentation de la vitesse de croissance observée après des 
incubations plus longues.  
Les premiers signes de réponse cellulaire au GR24 sont visibles, chez G. rosea, dès 5 à 
10 min après le traitement. Cela se traduit par une augmentation de la concentration cellulaire 
en NADH (de 5 à 30min) (chapitre III, Figures 1 et 2) ainsi que par une augmentation de 
l’activité NADH déshydrogénase (30 min) (chapitre III, Figure 3). Cela témoigne sans doute 
d’une activation du catabolisme cellulaire et du métabolisme mitochondrial conduisant à une 
augmentation de la synthèse d’ATP, comme mesurée après 1h de traitement au GR24. Par 
ailleurs, après 1h et 5 h de traitement, nous avons pu observer une réorganisation du 
mitochondriome matérialisée par des changements de forme et une augmentation de la densité 
des mitochondries (Chapitre II, Figures 3 à 6). Nous avons également observé une 
augmentation de la quantité de cytochrome c oxydase et de porine mitochondriale ainsi qu’un 
accroissements des mouvements des mitochondries (Chapitre II, Figure S2 à S4). Les 
réorganisations du mitochondriome observées en réponse au GR24 sont similaires à celles 
observées en réponse aux exsudats racinaires par Tamasloukht et al. (2003). Cette 
réorganisation du mitochondriome a également été observée chez Glomus intraradices après 
1h de traitement au GR24. Corrélativement, une augmentation de la respiration cellulaire de 
30% a été mesurée après 5h de traitement chez ce même champignon.  
Le séquençage d’une banque soustractive construite chez G. rosea dans la phase 
précoce de perception du GR24 (avant le « branching ») a mis en évidence une majorité de 
gènes impliqués dans le métabolisme primaire et la traduction (chapitre III et Annexe I), 
suggérant une absence de régulation transcriptionnelle des gènes du métabolisme 
mitochondrial. Les analyses d’expression de gènes nucléaires codant pour des protéines 
mitochondriales menées par qRT-PCR montrent également que le GR24 n’engendre pas de 
régulation transcriptionnelle de ces gènes lors des deux premiers jours de la germination 
(chapitre III), ni dans les premières 24h suivant le traitement au GR24 (chapitre IV, Figure 
IV-4). Néanmoins, les expériences d’inhibition de la transcription par l’actinomycine D 
conduisent à une forte diminution du  « branching » (chapitre IV). Cela suggère que si la 
régulation de la synthèse des protéines mitochondriales est plus probablement de nature 
traductionnelle ou post-traductionnelle, une synthèse de nouveaux transcrits, restant à 
identifier, est requise pour la mise en place d’une réponse complète de « branching ». 
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Lors d’expositions plus prolongées au GR24 (5 et 10j) nous avons montré qu’une 
synthèse d’ARN messagers globale, continue dans le temps et spécifiquement localisée dans 
les hyphes, est observable. Celle-ci s’accompagne d’une régulation transcriptionnelle 
nucléaire transitoire, après 5 jours de traitement, des gènes du métabolisme mitochondrial et 
de la croissance cellulaire (chapitre III, Figure 4). Après une exposition prolongée au GR24, 
nous avons montré que le GR24 induit la division nucléaire chez G. rosea, et principalement 
dans les régions apicales des hyphes (chapitre III, Figures 5 et 6). Ainsi l’augmentation 
globale des quantités d’ARN messager est tout d’abord liée à la croissance du champignon et 
est engendrée par une division nucléaire accrue, sans qu’il y ait nécessairement augmentation 
de la transcription à l’échelle nucléaire. Puis une régulation transcriptionnelle de certains 
gènes se met en place, vraisemblablement de manière localisée dans le temps et dans des 
régions spécifiques des hyphes. La chronologie des réponses cellulaires et moléculaires mises 
en évidence est représentée sur la Figure VI-1. 
 
I.1. Strigolactones, réorganisations mitochondriales et croissance polarisée. 
 
Les premières manifestations cellulaires de la réponse au GR24 sont marquées par une 
augmentation du pouvoir réducteur de la cellule et du niveau d’ATP. Or plusieurs études ont 
montré que la production d’ATP est étroitement liée aux besoins énergétiques de la cellule 
(pour revue voir Devin et Rigoulet, 2007). De plus ces réponses cellulaires précèdent la 
biogenèse mitochondriale visible dès 1h après exposition aux strigolactones. Un parallèle 
intéressant peut être établi entre les réponses morphologiques et fonctionnelles des 
mitochondries observées chez G. rosea lors d’un traitement au GR24 et celles des 
mitochondries de certaines cellules des méristèmes racinaires apicaux de Zea mays. En effet, 
Jiang et al. (2006) ont montré que, sous l’effet de l’accumulation d’auxine dans les cellules 
des centres de quiescence des méristèmes racinaires de Zea mays, le statut redox des cellules 
était altéré. Cela se traduit par un changement de forme des mitochondries, des formes 
« haltères » très actives, vers des formes ovoïdes et peu actives. Cette transition de forme 
mitochondriale est corrélée à une diminution de la vitesse de prolifération cellulaire. Ainsi 
chez les plantes, un contrôle hormonal peut, via une action sur les mitochondries, avoir des 
conséquences sur le statut réducteur et énergétique de la cellule et entraîner de profondes 
réorganisations dans le développement cellulaire.  
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Figure VI-1 Chronologie de la réponse aux strigolactones (notre étude) comparée aux 
données de la littérature caractérisant la réponse aux exsudats racinaires. 
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Dans le chapitre III, nous avions également évoqué les ressemblances entre les 
réponses des cellules humaines aux hormones stéroïdes et la réponse aux strigolactones de G. 
rosea. Chez l’animal, lors de la réponse aux hormones stéroïdes, la mitochondrie joue un rôle 
central dans l’intégration du signal hormonal, conduisant à l’augmentation de la biogenèse 
mitochondriale ainsi qu’à une augmentation de la synthèse d’ATP via le catabolisme des 
acides gras et l’augmentation de la vitesse de fonctionnement du cycle de Krebs (Weitzel et 
al., 2003). Par ailleurs, une grande partie des phénomènes induits par les hormones stéroïdes 
sont régulés de manière post-transcriptionnels comme, par exemple, la biogenèse 
mitochondriale (Bassett et al, 2003).  
La forte dynamique mitochondriale observée chez G. rosea traité par le GR24 est 
caractérisée par des mitochondries sous forme de longs bâtonnets peu mobiles d’une part et 
des mitochondries bacilliformes de taille plus réduite se déplaçant d’un bâtonnet à l’autre, 
d’autre part. Tout le long des hyphes, nous avons observé de nombreux événements pouvant 
passer pour des fusions et fissions de ces organites. De plus, et particulièrement dans les 
régions sub-apicales, les mitochondries sont animées d’un fort mouvement longitudinal 
parallèlement à l’axe principal des hyphes (chapitre II, Videos S1-S4). Nous pouvons alors 
nous interroger sur le rôle de ces mouvements mitochondriaux dans l’augmentation de la 
prolifération cellulaire observée en réponse au GR24. Il est bien connu que les mitochondries 
sont des organites dynamiques dont les mouvements sont étroitement régulés par 
l’environnement cellulaire (Chang et al., 2006). Dans de nombreux organismes, ces 
mouvements sont déterminants pour permettre l’ajustement spatial de la régulation de la 
concentration en Ca2+  et des fonctions de production d’ATP (Anesti et Scorrano, 2006). Chez 
Neurospora crassa il a été suggéré que le maintien du gradient de calcium nécessaire à la 
croissance apicale est réalisé grâce à la forte accumulation, à l’apex, de mitochondries 
filamenteuses non productrices d’ATP (Levina et al., 2006). De plus, avant même 
l’ontogenèse du Spitzenkörper et le début de la croissance polarisée des hyphes de 
Neurospora crassa, une importante migration des mitochondries vers l’apex a été observée 
(Araujo-Palomares, 2007). Dans d’autres cellules caractérisées par une croissance apicale 
comme les neurones ou les tubes polliniques des mouvements de mitochondries vers l’apex 
(mitochondries saines) et les régions distales (mitochondries moins fonctionnelles) ont 
également été décrits (Verstreken et al., 2005 ; Hollenbeck et al., 2005 ; Lovy-Wheeler et al., 
2007). Chez G. rosea il est intéressant de noter que cette zone apicale de l’hyphe où l’on 
observe une forte densité de mitochondries (chapitre III, figure S1) correspond à la zone où  
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Jolicoeur et al. (1998), chez le même champignon, observaient les plus hautes valeurs de pH 
intracellulaire. Ces auteurs avaient émis l’hypothèse que ces pH plus élevés reflétaient une 
activité plus intense des pompes à protons membranaires connues pour être généralement 
localisées dans les régions apicales des champignons (Harold, 1994). Il est alors logique 
d’observer dans la même région cellulaire un grand nombre de mitochondries pour fournir 
l’ATP nécessaire. Or, Jolicoeur et al. (1998) avait mesuré des pH intracellulaires dans cette 
même zone encore plus hauts lorsque le champignon était en présence d’une racine vivante. 
Nous savons maintenant que l’action de la racine observée sur cette alcalinisation de pH se 
faisait vraisemblablement, au moins en partie, via les strigolactones exsudées.  
Ainsi, bien que les champignons MA soient des organismes très différents de ceux 
cités ci-dessus, il est intéressant de noter certaines similitudes entre la dynamique 
mitochondriale observée lors de la croissance des axones, des ascomycètes filamenteux ou des 
tubes pollinique et celle observée chez G. rosea en réponse au GR24 et précédant une 
augmentation de la prolifération cellulaire. Ces analogies de mécanisme, à considérer avec 
précaution, peuvent constituer une base dans la recherche ciblée de protéines impliquées dans 
ces phénomènes et ainsi permettre de mieux comprendre la régulation de la croissance de G. 
rosea - et son arrêt programmé - en absence d’un partenaire végétal. 
 
I.2. La division nucléaire est-elle liée à la biogenèse mitochondriale ? 
 
Nous avons montré que la réorganisation du mitochondriome et de sa dynamique en 
réponse au GR24 était suivie d’une augmentation de la division nucléaire. Or, si la réplication 
de l’ADN et la division nucléaire ne sont pas indispensables pour la germination des spores 
elles sont requises pour la croissance du tube germinatif (Bécard et Pfeffer, 1993 ; Bianciotto 
et Bonfante 1993). La division nucléaire est contrôlée par le cycle cellulaire qui, d’après la 
cinétique d’incorporation de BrdU observée dans les expériences de Bianciotto et al. (1993), a 
une durée de 24h comme chez la plupart des cellules eucaryotes. Les mêmes auteurs ont 
montré que lors de la croissance asymbiotique seulement 10% des noyaux présents dans les 
hyphes entraient en phase S, 90% d’entre eux restant bloqué à la transition Go/G1, le cycle 
cellulaire n’étant induit que lors de la phase de croissance symbiotique du champignon 
(Bianciotto et al., 1995). Par ailleurs, Requena et al. (2000) ont caractérisé l’orthologue de 
TOR2 chez Glomus mosseae et ont montré que son expression ne variait pas au cours du 
cycle de développement du champignon. La protéine TOR2 est une protéine très conservée  
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chez les eucaryotes qui, chez Saccharomyces cerevisiae, contribue à orienter le 
programme de développement cellulaire vers la croissance, la différenciation cellulaire et la 
reproduction sexuée en fonction de la disponibilité en nutriments (Crepso et al., 2002). De 
manière plus précise, cette protéine régule au niveau transcriptionnel et traductionnel la 
biogenèse des ribosomes, très consommatrice en énergie. Dans nos expériences, nous avons 
mis en évidence une forte représentation des ARNm codant pour des protéines ribosomale 
(chapitre IV, Figure 2 ; tableau en Annexe I) dans les 24 h suivant un traitement au GR24 
ainsi qu’une absence de régulation transcriptionnelle des gènes de la respiration cellulaire ou 
de voie de signalisation. Cette phase de latence pourrait se révéler être une phase de néo 
synthèse intense des ribosomes et de la machinerie de traduction permise par une production 
d’énergie accrue. TOR 2 pourrait jouer un rôle de senseur de l’augmentation de la 
concentration en ATP induite par le GR24 (chapitre III, tableau I), comme cela a été suggéré 
chez la levure (Dennis et al., 2001). Chez G. rosea TOR2 pourrait ainsi constituer un premier 
point de contrôle qui, après la perception des strigolactones et la production d’énergie induite, 
autoriserait la mise en place de la biogenèse des ribosomes et de la synthèse protéique. Or nos 
expériences immunocytochimiques (chapitre II, Figures S2-S3) et pharmacologiques (chapitre 
V, Figure 2) ont en effet montré qu’une synthèse active de nouvelles protéines 
mitochondriales avait lieu. Cette phase de néo synthèse protéique précèderait une seconde 
phase marquée par l’induction de la division nucléaire observée après 5 j de traitement.  
Nous pouvons remarquer que chez différents organismes, les protéines régulant les 
phénomènes de fission et de fusion mitochondriale sont régulées par phosphorylation, 
ubiquitinilation ou protéolyse (Cerveny et al., 2007). Or le séquençage de notre banque 
différentielle a mis en évidence que les unigènes codants pour des protéines du protéasome 
constituent près de 10% des unigènes de la banque SSH dont les fonctions sont connues 
(chapitre IV, Figure 2 ; tableau en Annexe I). Ainsi, lors de la réponse aux strigolactones, 
l’activation précoce (de 1 à 5h) de l’augmentation de taille et de densité des mitochondries, 
ainsi que la migration des mitochondries, pourraient être régulés selon un mécanisme de 
perception et de transduction rapide du signal qui reste à déterminer. Dans les phases plus 
tardives de la réponse (5-10j), la production d’énergie et les changements de morphologie du 
mitochondriome qui lui semblent associés pourraient être régulés par les besoins énergétiques 
de la cellule et selon le rythme du cycle cellulaire. La mise en œuvre récente d’un protocole 
de transformation transitoire de Glomus intraradices (Helber et Requena, 2007) et le 
développement des protéines chimères couplées à la luciférase ou à la DsRed ouvrent de 
nouvelles perspectives d’études des régulations physiologiques mises en œuvre chez le  
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champignon en réponse aux strigolactones lors de la croissance pré symbiotique et lors de son 
développement dans la plante. 
 
I.3. La phosphorylation oxydative est requise pour obtenir une réponse de « branching » 
complète chez G. rosea. 
 
Les données présentées dans les chapitres II à IV et discutées précédemment résultent 
d’expériences menées dans des intervalles de temps précédant ou suivant le « branching ». 
Les résultats obtenus ne peuvent être, en conséquence que rapprochés de cette réponse 
morphologique. Cependant, ils ne démontrent pas que les phénomènes mis en évidences 
soient réellement corrélés au « branching ». Afin d’établir des liens plus étroits entre le 
fonctionnement de la mitochondrie et le « branching » de G. rosea en réponse au GR24, nous 
avons mené une étude pharmacologique. Grâce à l’utilisation d’inhibiteurs des principales 
fonctions mitochondriales nous avons pu établir, à différents niveaux, des liens étroits entre la 
biogenèse mitochondriale, la phosphorylation oxydative et le « branching ». Nous avons 
montré que la traduction mitochondriale était nécessaire à la réponse de « branching » 
(chapitre V, Figure 2). Par ailleurs, une inhibition de la chaîne de transfert des électrons a 
conduit à une forte diminution de la réponse morphologique (chapitre V, Figure 4). La 
synthèse d’ATP mitochondrial s’est avérée indispensable pour obtenir une réponse complète 
de « branching » (même si elle a pu être en partie compensée par l’ATP produit lors de 
l’activation globale du métabolisme cellulaire par le GR24, chapitre V, Figures 6). 
Certains champignons MA sont capables de germer spontanément plusieurs fois en 
absence d’une plante hôte (Koske et al., 1981 ; Hepper et al., 1984). Cette germination 
spontanée, suivie d’une croissance limitée, est supposée être une stratégie adaptative liée à la 
biotrophie obligatoire du champignon. Il a été montré par Bécard et Piché (1989) que lors de 
cette germination spontanée, contrairement à la croissance observée en présence de racines, le 
contenu des spores restait apparemment inchangé, suggérant qu’à ce stade les spores 
n’utilisent qu’une faible partie de leurs réserves. Des analyses biochimiques ont fait apparaître 
que le métabolisme lipidique occupe une place centrale dans le développement du 
champignon (Bago et al., 1999 ; 2000). Bien que les mitochondries soient le siège principal de 
la β-oxydation, qui peut ensuite alimenter en acétylCoA le cycle de Krebs ou le cycle du 
glyoxylate, l’oxydation des acides gras peut également se dérouler dans les péroxisomes et les 
glyoxysomes (Lammers et al., 2001). Comme les gènes clés du cycle du glyoxylate et de la β- 
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oxydation sont présents chez Glomus intraradices, il pourrait être intéressant d’étudier 
la régulation de leur expression en réponse aux strigolactones dans les phases pré 
symbiotiques. 
 
II Les strigolactones dans la mycorhization. 
 
II.1. Les strigolactones ont-elles un rôle important dans l’établissement et 
l’autorégulation de la mycorhization ? 
 
 Même si l’induction par les strigolactones de la germination et/ ou de la phase pré 
symbiotique des champignons MA est démontrée in vitro, nous pouvons nous interroger sur le 
degré d’importance réel de ces molécules, en milieu naturel, dans l’établissement de la 
symbiose endomycorhizienne. Il est raisonnable de penser que des symbiontes obligatoires 
tels que les champignons MA doivent, pour leur survie, avoir développé un mécanisme de 
perception de leur hôte fiable et rigoureux. Nos travaux suggèrent que ce mécanisme procède 
d’une activation par les strigolactones des capacités cataboliques du champignon ce qui 
engage ce dernier dans un processus désinhibé de germination. Les strigolactones, 
vraisemblablement répandues dans le règne végétal, présentes sous forme de traces, peu 
stables mais actives à de très faibles concentrations, sont de bons candidats pour être des 
signaux de reconnaissance de l’hôte. Une fois perçus par les hyphes en croissance 
asymbiotique, à un stade que l’on pourrait qualifier de « pseudo-germinatif », ces derniers 
acquièrent de nouvelles compétences, car ils utilisent alors pleinement leurs réserves 
lipidiques et respirent plus intensément. Leur statut énergétique augmentant, leur division 
nucléaire et leur croissance s’accélèrent. Cette croissance activée se traduit par le 
déclenchement d’une ramification plus intense des hyphes ce qui augmente les probabilités de 
contact avec les racines hôtes et favorise la mycorhization. Il reste que tous ces effets ont été 
observés sur des tubes germinatifs en croissance asymbiotique. Or les plantes sont aussi 
fréquemment mycorhizées par les hyphes du mycélium extra racinaire issus d’une plante 
mycorhizée voisine. Une question se pose alors de savoir si ces hyphes symbiotiques et non 
plus germinatifs perçoivent et répondent aussi aux strigolactones. 
La voie de biosynthèse des strigolactones n’est pas décryptée, et il n’existe de fait pas 
de plantes mutantes caractérisées, non productrices de strigolactones, et affectées dans la 
mycorhization. Cependant, Matusova et al. (2005) suggèrent que les strigolactones seraient  
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des apocaroténoïdes issus de la voie Méthyl Erythritol 4P (voie MEP) se déroulant dans les 
plastes (chapitre I, Figure 8). En utilisant des plantes de Zea mays altérées dans la synthèse du 
trans-lycopène (vp9), une des premières étapes de la voie MEP, ou inhibées par un herbicide 
(la fluridone), Gomez-Roldan et al (2007) ont montré que ces plantes affectées dans leur 
capacité à être mycorhizées retrouvaient un niveau de mycorhization normal après ajout de 
GR24 exogène. Ces résultats suggèrent que les strigolactones constituent bien des molécules 
signal importantes pour l’établissement de la symbiose.  
Des travaux récents ont montré que des plantes mycorhizées par Glomus intraradices 
sont moins infectées par Striga hermonthica (Gworgwor et al., 2003 ; Lendzemo et al., 2007). 
Il a également été observé que des plantes de Sorghum bicolor cultivées en conditions 
carencées en azote ou en phosphore exsudent davantage de 5-desoxy strigol (Yoneyama et al., 
2007). Ces données suggèrent que la concentration des strigolactones dans les exsudats 
racinaires serait soumise à deux facteurs étroitement liés : la nutrition phosphatée de la plante 
et sa colonisation racinaire par les champignons MA. La régulation de la production des 
strigolactones pourrait ainsi constituer une partie du mécanisme d’autorégulation par l’hôte de 
la prolifération du symbiote. Une meilleure connaissance de la voie de biosynthèse des 
strigolactones est nécessaire pour tester cette hypothèse. La génération, chez des plantes 
comme le Lotier, de mutants de synthèse des strigolactones non pléiotropes et la 
caractérisation de leur phénotype mycorhizien lors des différentes étapes de la symbiose 
devrait apporter des informations précieuses pour aller plus loin dans la description des rôles 
joués par les strigolactones dans l’établissement de la symbiose mycorhizienne et son 
autorégulation par la plante. 
Drissner et al. (2007) ont montré que la lyso-phosphatidylcholine, un signal 
exclusivement présent dans les racines mycorhizées, appliquée de façon exogène à des 
concentrations de l’ordre du micromolaire sur des racines non colonisées par les champignons 
MA induit l’expression des transporteurs de phosphates spécifiques de la symbiose 
mycorhizienne (Javot et al., 2007) et une alcalinisation du pH extra extraracinaire. Cela 
montre que des phénomènes de régulation se déroulant au niveau intraracinaire peuvent être 
accompagnés d’effets extraracinaires. Si l’on rapproche ces données de celles mentionnées 
plus haut sur le possible rôle régulateur des strigolactones, on peut suggérer que la 
colonisation des racines par les champignons MA entraînerait une diminution du niveau des 
strigolactones i) in-planta, par un mécanisme de feed-back entraînant la diminution de leur 
synthèse consécutive à l’augmentation de la nutrition phosphatée de la plante par les 
champignons MA et ii) dans le sol, par une augmentation de leur dégradation via  
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l’augmentation du pH extraracinaire, les strigolactones étant particulièrement instables en 
milieu alcalin (Humphrey et al., 2003). 
 
II.2. Les strigolactones sont-elles les seules molécules végétales à présenter des activités 
biologiques sur la croissance des champignons MA ? 
 
Les travaux de Herrara-Median et al. (2007) suggèrent très fortement que chez 
Lycopersicon esculentum l’acide abscissique (ABA) joue un rôle important dans la mise en 
place et le maintien d’arbuscules fonctionnels. L’éthylène, quant à lui semble avoir un effet 
antagoniste à celui de l’ABA. Bien que les différentes hormones végétales affectent la 
mycorhization et réciproquement (pour revue voire Hause et al., 2006), les actions précises 
des hormones végétales sur les champignons MA ainsi que leurs interactions sont mal 
connues et restent à déterminer lors des différentes étapes de la mycorhization. 
De nombreuses études ont mis en évidence un rôle important joué par les flavonoïdes 
dans les interactions entre les plantes et les microorganismes symbiotiques de la rhizosphère 
(Rhizobium sp, Frankia sp) mais également dans les phénomènes d’allélopathie et de défense 
contre les microorganismes pathogènes (Shaw et al., 2006). Cependant, bien que certains 
flavonoïdes puissent exercer une action stimulatrice de la croissance et le « branching » du 
tube germinatif des champignons MA en croissance asymbiotique (Gianinazzi-Pearson et al., 
1989, Tsai et al. 1991 ; Bécard et al., 1992), leur présence ne semble pas indispensable 
puisque les plantes de maïs déficientes en chalcone synthase, enzyme clé de la voie des 
phénylpropanoïdes, ne sont pas affectées dans leur capacité à être mycorhizées (Bécard et al., 
1995). Cependant des données récentes suggèrent que si les strigolactones constituent 
vraisemblablement un signal végétal ubiquiste et déterminant pour l’établissement de la 
symbiose endomycorhizienne, les flavonoïdes pourraient être impliqués dans la sélection du 
symbiote le plus adapté pour la plante. En effet, l’effet stimulateur ou inhibiteur, de la 
croissance pré symbiotique des champignons MA, dépend de l’identité des flavonoïdes 
présents mais aussi des genres de champignons MA testés (Scervino et al., 2005). Les 
flavonoïdes pourraient aussi jouer un rôle régulateur dans le développement de la symbiose. 
Les travaux de Dixon et Harrisson (1993) et Larose et al. (2002) ont montré chez Medicago 
sativa des variations dans les profils d’accumulation de différents flavonoïdes et ce, en 
fonction du stade de développement et de l’espèce de champignon MA. Lors des étapes 
précoces de contact du champignon MA avec la racine hôte (avant et pendant la formation de 
l’appressorium) les auteurs ont rapporté une augmentation du niveau de daidzeine et de  
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coumestrol, et une diminution du taux de formononetine, des flavonoïdes constitutifs des 
racines de Medicago sp. En revanche, après 31 jours de colonisation, des flavonoïdes connus 
pour être impliqués dans les réactions de défense des plantes, comme la médicarpine, 
l’ononine ou la formononétine sont détectés en grande quantité. Au cours d’une étude 
métabolomique comparative, Schliemann et al. (2007) ont également observé une 
augmentation d’un facteur 10 du contenu en isoflavonoïdes dans des racines mycorhizées de 
Medicago truncatula âgées de 56 jours. Il est intéressant de noter que les variations de profil 
d’accumulation des différents flavonoïdes sont corrélées à des régulations du niveaux 
d’expression des gènes de la chalcone synthase et de l’isoflavone réductase, deux enzymes clé 
dans la voie de biosynthèse des flavonoïdes (Bonanomi et al., 2001 ; Liu et al., 2003). La 
concomitance de l’accumulation de ces composés et de l’apparition d’arbuscules collapsés 
suggère que ces molécules sont impliquées dans la mort des arbuscules. 
Par ailleurs, simultanément à cette régulation du métabolisme des phénylpropanoïdes, 
une accumulation d’apocaroténoïdes, la mycorradicine et les cyclohexenones, d’origine 
plastidiale et dérivées de la même voie de biosynthèse que les strigolactones, a été observée 
(Schliemann et al., 2007). L’accumulation de ces composés a été spécifiquement détectée 
dans les racines mycorhizées (Maier et al., 1997) et corrélée à une importante augmentation 
de la densité de chromoplastes au voisinage des arbuscules (Fester et al., 2007). Ainsi, il a été 
suggéré que les différents dérivés de cyclohexenone, qui s’accumulent dans les racines de 
manière spécifique (Vierheilig et al., 2000), jouent également un rôle important dans la 
régulation de la sénescence des arbuscules (Walter et al., 2006).  
Ces données bibliographiques suggèrent que si les strigolactones sont nécessaires à 
l’établissement de la symbiose, ces composés ne sont évidemment pas les seuls régulateurs de 
l’interaction, aussi bien au niveau précoce, lors de la phase pré symbiotique, que lors du 
développement du champignon dans les tissus de l’hôte. Pour préciser d’avantage le rôle des 
strigolactones dans la régulation de la symbiose mycorhizienne, des plantes mutantes 
spécifiquement affectées dans la synthèse de ces composés devront être générées. 
 
III. Conclusion 
 
 Les mécanismes d’action des strigolactones sur les champignons MA décrits dans ce 
travail de thèse, où l’on met en évidence que les mitochondries et le métabolisme énergétique 
du champignon sont sous le contrôle de la plante hôte, sont des mécanismes impliqués très tôt  
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dans l’interaction endomycorhizienne. Nos connaissances sur les signaux échangés entre les 
partenaires lors des phases plus tardives de l’interaction sont extrêmement fragmentaires 
(Drissner et al., 2007). Il a été montré que les champignons MA n’étaient capables de 
synthétiser l’acide palmitique, précurseur de tous les acides gras, qu’à l’intérieur des tissus 
racinaires (Pfeffer et al., 1999 ; Trépanier et al., 2005). Quels facteurs ou signaux racinaires 
contrôlent cette étape clé du métabolisme fongique ? Le séquençage en cours du génome de 
Glomus intraradices devrait apporter des informations précieuses sur les programmes 
génétiques fongiques régulés par l’hôte végétal. Les mécanismes de régulation du 
développement du champignon dans la plante et de la durée de vie des arbuscules restent 
également à élucider. Ils constituent vraisemblablement des composantes essentielles à la 
régulation des flux de carbone photosynthétique vers le champignon. 
Il est essentiel de consacrer les futurs efforts à l’étude de l’interaction mycorhizienne 
dans les phases plus avancées de la symbiose. Le défi est plus grand en raison du caractère 
encore plus intime, à l’intérieur de la racine, des interactions entre les partenaires. 
L’étude des étapes précoces et celle des premiers signaux échangés, strigolactones et 
facteurs Myc, nous enseigne que les mécanismes de reconnaissance en jeu dans la symbiose 
mycorhizienne sont très vraisemblablement des mécanismes conservés, empruntés (adaptés) 
plus tard au cours de l’évolution par les bactéries du genre Rhizobium et les plantes parasites 
Striga spp. et Orobanche spp. Parions que les principes cellulaires et moléculaires qui sous-
tendent les phénomènes de compatibilité et de biotrophie dans les phases plus tardives de la 
symbiose mycorhizienne seront aussi extrapolables à d’autres interactions biotiques chez les 
plantes 
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Sequences Numero d'accession
Numero 
d'accession homologue e-value
Numero 
d'accession homologue e-value
Numero 
d'accession homologue e-value
Gene
ontology Pfam
SSHGR24_Contig_1 EX452443
SSHGR24_Contig_10 EX452444
SSHGR24_Contig_100 EX452445
SSHGR24_Contig_102 EX452446
SSHGR24_Contig_103 EX452447 AF396783 Gigaspora margarita ADNr 28S 6,00E-156
SSHGR24_Contig_104 EX452448
SSHGR24_Contig_105 EX452449 AJ852608 Gigaspora rosea ADNr 18S
SSHGR24_Contig_106 EX452450 BAB33421.1 Protéine putative associée à lasénescence (Pisum sativum) 1,00E-56 Q9AVH2
Protéine putative associée à la 
sénescence (Pisum sativum) 2,00E-56
SSHGR24_Contig_107 EX452451 ABB90956.1 Facteur d'élongation 1-alpha [Scutellospora heterogama] 4,00E-84 EF1A_ABSGL
(P28295) Facteur d'élongation 1-
alpha (EF-1-alpha) 3,00E-85 Q2V9G6
Facteur d'élongation 1-alpha 
[Scutellospora heterogama] 5,00E-84
GO:0006414 
Traduction 
(élongation) 
PF00009 
GTP_EFTU
SSHGR24_Contig_108 EX452452
SSHGR24_Contig_109 EX452453
SSHGR24_Contig_11 EX452454 DQ273792 Scutellospora heterogama ADNr 18S 0,00E+00 Q09JM0
Protéine putative de 10kDa 
sécrétée [Argas monolakensis] 3,00E-14
SSHGR24_Contig_12 EX452455 CAE57450.1 Protéine putative CBG00413[Caenorhabditis briggsae] 4,00E-25 YS81_CAEEL
(Q09621) Protéine putative 
ZK945.1 3,00E-26 Q628E8
Protéine putative de fonction 
inconnue 8,00E-25
GO:0030655 
Catabolisme des 
antibiotiques de type 
beta-lactame
PF00144 Beta-
lactamase
SSHGR24_Contig_13 EX452456
SSHGR24_Contig_14 EX452457
SSHGR24_Contig_15 EX452458 XP_754628.1 Transporteur de phosphatidylinositol [Aspergillus fumigatus Af293] 2,00E-41 SEC14_YARLI
(P45816) SEC14 facteur 
cytosolique (protéine de 
transport de 
Phosphatidylinositol/phosphatidy
lcholine )
4,00E-35 Q4WXL3 Transporteur putatif de phosphatidylinositol. 7,00E-41
GO:0005215 
Transporteur
PF00650 
CRAL_TRIO
SSHGR24_Contig_16 EX452459
SSHGR24_Contig_17 EX452460
SSHGR24_Contig_18 EX452461
SSHGR24_Contig_19 EX452462
SSHGR24_Contig_2 EX452463
SSHGR24_Contig_20 EX452464
SSHGR24_Contig_21 EX452465 XP_368547.1 Protéine putative de fonction inconnue MG00697.4 [Magnaporthe grisea] 1,00E-44 RHLG_PSEAE
(Q9RPT1) Protéine transport 
des 3-ketoacyl-acyl à activité 
réductrice
3,00E-25 A1CIS3
Protéine de la famille des
alcool déshydrogénases à chaine 
courte
9,00E-45 GO:0008152 Métabolisme
PF00106 
adh_short
SSHGR24_Contig_22 EX452466
SSHGR24_Contig_23 EX452467
SSHGR24_Contig_24 EX452468 XP_323849.1 Protéine putative [Neurospora crassa OR74A] 2,00E-13 Q7RYB1
Protéine putative [Neurospora 
crassa OR74A] 2,00E-13
GO:0005507 Liaison 
de l'ion cuivre
PF02298 
Cu_bind_like
SSHGR24_Contig_25 EX452469 AAI05195.1 S-adenosylhomocysteine hydrolase [Bos taurus] 5,00E-94 SAHH_HUMAN
(P23526) 
Adenosylhomocysteinase (EC 
3.3.1.1) 
1,00E-94 Q3MHL4 Adenosylhomocysteinase [Bos taurus] 8,00E-94
GO:0004013 Activité 
adenosylhomocysteina
se 
PF05221 
AdoHcyase
SSHGR24_Contig_26 EX452470 CAA38031.1 nitrate reductase (NADH) [Betula pendula] 2,00E-24 NIA_BETVE
(P27783) Nitrate reductase 
[NAD(P)H] (EC 1.7.1.2) (NR) 1,00E-25 P27783
nitrate reductase (NADH) [Betula 
pendula] 4,00E-24
GO:0050463 Activité 
nitrate reductase 
[NAD(P)H]
PF00173 Cyt-
b5
SSHGR24_Contig_27 EX452471
SSHGR24_Contig_28 EX452472 AAB87889.1 cyclophilin 1 [Drosophila subobscura] 8,00E-56 PPIF_HUMAN
(P30405) Peptidyl-prolyl cis-
trans isomerase, mitochondriale 
(Cyclophiline F)
5,00E-55 O44099 Peptidyl-prolyl cis-transisomerase (EC 5.2.1.8) 4,00E-56
GO:0006457 
Repliement des 
protéines
PF00160 
Pro_isomerase
SSHGR24_Contig_29 EX452473 NP_524774.1 Petite ribonucleoproteinenucléaire putative 4,00E-26 SMD1_DROME
(Q9VU02) Petite 
ribonucleoproteine
nucléaire putative.
2,00E-27 UPI0000519DF1
Petite ribonucleoproteine
nucléaire putative 2,00E-28
SSHGR24_Contig_3 EX452474
NCBI_nr/ NCBI_nt swissprot Uniref100
 
 
250 
Annexe I :données de séquençage 
 
251 
Annexe I :données de séquençage 
SSHGR24_Contig_31 EX452476
SSHGR24_Contig_32 EX452477
SSHGR24_Contig_33 EX452478
SSHGR24_Contig_34 EX452479
SSHGR24_Contig_35 EX452480 XP_472869.1 OSJNBa0022H21.19 [Oryza sativa (japonica cultivar)] 4,00E-17 Q01IY4
Protéine OSIGBa0106G07.13
[Oryza sativa] 1,00E-17
SSHGR24_Contig_36 EX452481
SSHGR24_Contig_37 EX452482 XP_865543.1 PREDICTION: Protéine riche en cystéine 3 à domaine LIM 2,00E-14 CSRP3_MOUSE
(P50462) similaire à la protéine
 riche en cystéine 3 à domaine 
LIM
3,00E-15 UPI000065CAB8
Homologue de la protéine
 riche en cystéine 3 à domaine 
LIM
[Homo sapiens]
1,00E-14
SSHGR24_Contig_38 EX452483
SSHGR24_Contig_39 EX452484
SSHGR24_Contig_4 EX452485
SSHGR24_Contig_40 EX452486
SSHGR24_Contig_41 EX452487 NP_596454.1 Protéine putative de fonction inconnue SPBPB7E8.01 2,00E-20 Q9C0V5 Protéine SPBPB7E8.01 2,00E-20
SSHGR24_Contig_42 EX452488 CAC09327.1 Alpha glucosidase putative  [Penicillium minioluteum] 4,00E-33 O16G_BACTR
(P29094) Oligo-1,6-glucosidase 
(EC 3.2.1.10) 4,00E-32 Q0UHD9
Protéine putative de fonction 
inconnue 3,00E-35
GO:0005975 
Métabolisme des 
sucres
PF00128 
Alpha-amylase
SSHGR24_Contig_43 EX452489
SSHGR24_Contig_44 EX452490
SSHGR24_Contig_45 EX452491
SSHGR24_Contig_46 EX452492
SSHGR24_Contig_47 EX452493
SSHGR24_Contig_48 EX452494 ZP_00734186.1 Transposase[Escherichia coli 53638] 4,00E-28 INSD_ECOLI
(P19777) Transposase insD des
éléments d'insertion de type 
IS2A/D/F/H/I/K
1,00E-27 UPI00005F2DE6 COG2801: Transposase 2,00E-27
SSHGR24_Contig_49 EX452495
SSHGR24_Contig_5 EX452496 CAB10155.1 rpl8-2 [Schizosaccharomyces pombe] 1,00E-65 RL2_SCHPO (P08093) 60S Protéine ribosomale L2 1,00E-66 P08093 60S Protéine ribosomale L2 2,00E-65
GO:0003735 
Constituant des 
ribosomes
PF00181 
Ribosomal_L2
SSHGR24_Contig_50 EX452497 EAS36492.1 Protéine putative de fonction inconnue CIMG_01846 [Coccidioides imm... 4,00E-23 Q1E6G7
Protéine putative de fonction 
inconnue 6,00E-23
SSHGR24_Contig_51 EX452498 XP_694140.1 PREDICTION: similar to sphingosine phosphate lyase 1,00E-42 SGPL_YEAST
(Q05567) Sphingosine-1-
phosphate lyase (EC 4.1.2.27) 5,00E-39 Q6C4B5
Similaire à Sphingosine-1-
phosphate lyase 
Q05567 [Saccharomyces 
cerevisiae]
5,00E-45 GO:0016829 Activité lyase
PF00282 
Pyridoxal_deC
SSHGR24_Contig_52 EX452499
SSHGR24_Contig_53 EX452500
SSHGR24_Contig_54 EX452501 XP_749413.1
Protéine putative de fonction inconnue 
Afu2g02780
[Aspergillus fumigatus]
8,00E-33 A1CF54
Proteine de liaison à l'ARN; 
domaine KH
[Asprgillus fumigatus]
2,00E-32 GO:0003723 Laison à l'ARN
SSHGR24_Contig_55 EX452502 AAC69196.2 40S Protéine ribosomale S8 [Schizophyllum commune] 4,00E-72 RS8_XENLA
(Q7SYU0) 40S Protéine 
ribosomale S8 3,00E-71 O93915 40S Protéine ribosomale S8 6,00E-72
GO:0030529 
ribonucleoprotein 
complex
PF01201 
Ribosomal_S8
e
SSHGR24_Contig_56 EX452503
SSHGR24_Contig_57 EX452504 BAA12712.1 Protéine ribosomale S33 [Schizosaccharomyces pombe] 5,00E-13 RS28_NEUCR
(Q7S6W5) 40S Protéine 
ribosomale S28 1,00E-14
UPI000023E
0E4
Protéine putative de fonction 
inconnue FG01262.1 3,00E-13
SSHGR24_Contig_58 EX452505
SSHGR24_Contig_59 EX452506
SSHGR24_Contig_6 EX452507
SSHGR24_Contig_60 EX452508 AAH09077.1
Protéine d'interaction à APAF1
(apoptotic protease activating factor-1) 
[Homo sapiens]
2,00E-40 YJZ4_YEAST (P47095) Aldolase/adducine declasse II hypothétique 3,00E-21 Q66I75
Protéine d'interaction à APAF1
(apoptotic protease activating 
factor-1)
4,00E-43 GO:0046872 Liaison aux ions métalliques
PF00596 
Aldolase_II  
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SSHGR24_Contig_62 EX452510 AAG48301.1 Tn10 transposase [Plasposon NKBOR] 1,00E-11 Q53371 Transposase 8,00E-12 PF00498 FHA
SSHGR24_Contig_63 EX452511
SSHGR24_Contig_64 EX452512
SSHGR24_Contig_65 EX452513 AAB01781.1 glutathione S-transferase III 5,00E-25 GSTH1_ORYSA (O65857) Glutathione S-transferase probable 2,00E-21 Q25556 Glutathione S-transferase III 2,00E-25
GO:0016740 Activité 
transférase
PF02798 
GST_N
SSHGR24_Contig_66 EX452514 AM040347 Gigasporarosea ADNr 25S 4,00E-127
SSHGR24_Contig_67 EX452515
SSHGR24_Contig_68 EX452516
SSHGR24_Contig_69 EX452517 NP_990303.1 px19 [Gallus gallus] 4,00E-15 PX19_CHICK (Q90673) Protéine Px19-like 3,00E-16 Q90673
PRELI domain-containing protein 
1
mitochondrial precursor (Px19-
likeprotein)
5,00E-15
PF04707 
MSF1
(intra-
mitochondrial 
protein sorting)
SSHGR24_Contig_7 EX452518
SSHGR24_Contig_70 EX452519
SSHGR24_Contig_71 EX452520
SSHGR24_Contig_72 EX452521
SSHGR24_Contig_73 EX452522 AAW44407.1 Sous unité de la CoQH2-cytochrome c reductase 8,00E-67 CY1_YEAST
(P07143) Précurseur du 
Cytochrome c1 mitochondrial 7,00E-59 Q5KFT4
Sous unité de la CoQH2-
cytochrome c reductase 1,00E-66
GO:0006118 
Transport d'électrons
PF02167 
Cytochrom_C1
SSHGR24_Contig_74 EX452523 XP_453844.1 Protéine putative de fonction inconnue [Kluyveromyces lactis] 1,00E-12 TAR1_KLULA (Q6CQE5) Proteine TAR1 7,00E-14 Q6CQE5 Proteine TAR1 2,00E-12
GO:0005739 
mitochondrie
SSHGR24_Contig_75 EX452524 AAC48301.1 Protéine ribosomalepetite sous unité 14 2,00E-37 RS14_CAEEL
(P48150) 40S Protéine 
ribosomale S14 1,00E-38 Q61MS9
Protéine putative de fonction 
inconnue CBG08 4,00E-37
GO:0003735 
Constituant du 
ribosome
PF00411 
Ribosomal_S1
1
SSHGR24_Contig_76 EX452525
SSHGR24_Contig_77 EX452526 XP_751504.1 Protéine putative de fonction inconnue Afu4g13270 [Aspergillus fumigatus] 3,00E-15 ORM1_YEAST (P53224) Protein ORM1 5,00E-12 A2Q9T0
Contig An01c0300, complete 
genome [Aspergillus niger] 2,00E-15
GO:0016021 Domaine 
membranaire
PF04061 
ORMDL
SSHGR24_Contig_78 EX452527
SSHGR24_Contig_79 EX452528
SSHGR24_Contig_80 EX452529
SSHGR24_Contig_81 EX452530 AAD55983.1 Protéine de conjugaison à l'ubiquitine[Magnaporthe grisea] 2,00E-58 UBC1_MAGGR
(Q9UVR2) Enzyme de 
conjugaison à 
l'Ubiquitine E2-16 kDa
1,00E-59 Q9UVR2 Enzyme de conjugaison à l'Ubiquitine E2-16 kDa 2,00E-58
GO:0004842 Activité 
ubiquitin-protein ligase
PF00179 
UQ_con
SSHGR24_Contig_82 EX452531
SSHGR24_Contig_83 EX452532 XP_427895.1
PREDICTION: similaire au régulateur 
de conformation 
de la chromatine actine dépendant à 
domaine SWI/SNF 
7,00E-39 SMRD3_MOUSE
(Q6P9Z1)  SWI/SNF similaire 
au régulateur de conformation 
de la chromatine actine 
dépendant à domaine SWI/SNF
9,00E-39 Q5U3Y2
PREDICTION: similaire au 
régulateur de conformation 
de la chromatine actine 
dépendant à domaine SWI/SNF 
1,00E-38 Activation de la transcription
SSHGR24_Contig_84 EX452533 NP_990435.1 bleomycin hydrolase [Gallus gallus] 3,00E-36 BLMH_CHICK (P87362) Bleomycin hydrolase (EC 3.4.22.40) 2,00E-37 Q6GL32 Bleomycin hydrolase 9,00E-42
GO:0006508 
proteolyse
PF03051 
Peptidase_C1_
2
SSHGR24_Contig_85 EX452534
SSHGR24_Contig_86 EX452535
SSHGR24_Contig_87 EX452536
SSHGR24_Contig_88 EX452537 CAC95047.1 subtilisin-like serine protease PR1H 1,00E-44 PEPC_ASPNG (P33295) Subtilisin-like serine protease pepC 4,00E-42 Q96UF6 Subtilisin-like serine protease 2,00E-44
GO:0006508 
Protéolyse
PF00082 
Peptidase_S8
SSHGR24_Contig_89 EX452538
SSHGR24_Contig_9 EX452539
SSHGR24_Contig_90 EX452540 XP_717452.1 putative tRNA(1-methyladenosine) methyltransfer... 1,00E-33 IF3Y_YEAST
(P41814) Eukaryotic translation 
initiation factor 3 6... 4,00E-27 Q6CF35
tRNA (adenine-N(1)-)-
methyltransferase... 1,00E-35
GO:0006446 
Régulation de 
l'initiation  de la 
transcription
PF04189 
Gcd10p
SSHGR24_Contig_91 EX452541
SSHGR24_Contig_92 EX452542 AAN35146.1 Alpha-tubuline [Rhizopus microsporus] e-134 TBA5_CHICK (P09644) Tubuline alpha-5 e-135 Q86ZY3 Alpha-tubuline [Rhizopus microsporus] e-134
GO:0005874 
Microtubule
PF00091 
Tubulin
SSHGR24_Contig_93 EX452543  
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SSHGR24_Contig_94 EX452544
SSHGR24_Contig_95 EX452545
SSHGR24_Contig_97 EX452546
SSHGR24_Contig_98 EX452547
SSHGR24_Contig_99 EX452548 AAT01087.1 Rab11putative  [Homalodisca coagulata] 7,00E-88 RB11A_RAT
(P62494) Rab-11A (Ras 
GTPase) 8,00E-88 A1D542
Rab11 putative (Ras GTPase) 
[Neosartorya fischeri] 3,00E-88
GO:0007264 Petite 
GTPase impliquée 
dans la transduction 
du signal
PF00071 Ras
SSHGR24_1A01-part2 EX452217EX452218
SSHGR24_1A02 EX452219EX452220
SSHGR24_1A06 EX452221 XP_967560.1 PREDICTION: similaire au proteasome 5,00E-32 PSD2_MOUSE
(Q8VDM4) Sous unité 
régulatrice non ATPase du 
proteasome 26S
2,00E-31 UPI0000D5542C
PREDICTION: similaire à la sous-
unité régulatrice non ATPase du 
proteasome 26S
1,00E-31
SSHGR24_1A08 EX452222 AAO21936.1
S-adenosylmethionine:D24-
methyltransferase [Claviceps 
purpurea]
6,00E-52 ERG6_ASHGO (Q759S7) Sterol 24-C-methyltransferase (EC 2.1.1.41) 2,00E-53 Q759S7 Sterol 24-C-methyltransferase 3,00E-52
GO:0006694 
Biosynthèse des 
stéroïdes
PF08241 
Methyltransf_1
1
SSHGR24_1A12 
EX452223
EX452224
EX452225
SSHGR24_1B01 EX452226 AAW42969.1 Protéine putative de fonction inconnue CND01660 [Cryptococcus neofo... 4,00E-59 PSA7_SOLLC
(O24030) Sous unité alpha de 
type 7 du proteasome (EC 
3.4.25.1)
1,00E-56 Q0UAT5 Sous unité alpha du proteasome 2,00E-59 GO:0004175 Activité endopeptidase 
PF00227 
Proteasome
SSHGR24_1B02 EX452227
SSHGR24_1C06 EX452228
SSHGR24_1C09 EX452229
SSHGR24_1D01 EX452230 XP_974131.1
PREDICTION: similaire CG33265-PA
(protéine de liason à la chitine à 
domaine Peritrophin-A)
[Tribolium castaneum]
5,00E-20 CHIT_CAEEL (Q11174) Endochitinase probable (EC 3.2.1.14) 6,00E-12
Q7Q5H5_AN
OGA
PREDICTION: similaire CG33265-
PA
(protéine de liason à la chitine à 
domaine Peritrophin-A)
[Tribolium castaneum]
6,00E-20
SSHGR24_1D06 EX452231 XP_759852.1 Protéine putative de fonction inconnue UM03705.1 [Ustilago maydis... 3,00E-34 Q4P858
Protéine putative de fonction 
inconnue 4,00E-34
SSHGR24_1E01 EX452232
SSHGR24_1E04 EX452233
SSHGR24_1E05 EX452234
SSHGR24_1E10 EX452235 CAB51342.1
Protéine Nop16 impliquée dans la 
biogenèse du ribosome 
[Schizosaccharomyces pombe]
3,00E-26 YEJ2_YEAST
(P40007) Protéine hypothétique 
de 26.9 kDa MNN1-PMI40
impliquée dans la biogenèse du 
ribosome 60S
2,00E-19 Q9Y7Z1
SPBC1539.10  Protéine Nop16 
impliquée dans la 
biogenèse du ribosome 
[Schizosaccharomyces pombe]
7,00E-26
GO:0042273
Biogenèse du 
ribosome
SSHGR24_1E9 EX452236
SSHGR24_1F01 EX452237 XP_761669.1 Protéine putative de fonction inconnue UM05522.1 [Ustilago maydis] 3,00E-26 PSP1_YEAST
(P50896) Protein PSP1 
(Proteine GIN5) 3,00E-13 Q4P2Z1
Protéine putative de fonction 
inconnue UM05522.1 [Ustilago 
maydis]
1,00E-25 PF04468 PSP1
SSHGR24_1F03 EX452238
SSHGR24_1G01 EX452239
SSHGR24_1G08 EX452240EX452241
SSHGR24_1G10 EX452242
SSHGR24_1H01 EX452243
SSHGR24_1H02 EX452244 YP_445393.1 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine S-methyltransferase 1,00E-48 METE_YEAST
(P05694) 5-
methyltetrahydropteroyltriglutam
ate--homocysteine S-
methyltransferase
6,00E-47 A6C0M5
5-
methyltetrahydropteroyltriglutamat
e--homocysteine S-
methyltransferase
1,00E-48
SSHGR24_1H08 EX452245  
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SSHGR24_2A01 EX452246
SSHGR24_2A04 EX452247
SSHGR24_2A12 EX452248
SSHGR24_2A3 EX452249
SSHGR24_2A5 EX452250
SSHGR24_2A7 EX452251EX452252 XP_760544.1
Protéine putative de fonction inconnue 
UM04397.1 [Ustilago maydis] 2,00E-58 TNPO2_MOUSE
(Q99LG2) Transportine-2 
(Karyopherin beta-2b) 5,00E-52
SSHGR24_2A8 EX452253
SSHGR24_2B09 EX452254
SSHGR24_B12 EX452441
SSHGR24_C12 EX452442
SSHGR24_2C8 EX452255EX452256
SSHGR24_2D04 EX452257 XP_747511.1 Protéine antioxidante LsfA [Aspergillus fumigatus] 1,00E-34 PRX1_YEAST
(P34227) Peroxiredoxine PRX1 
mitochondriale (EC 1.11.1) 4,00E-30 Q0CMW8
Peroxiredoxin PRX1 
mitochondriale 2,00E-37
GO:0016209 Activité 
antioxydante
PF00578 AhpC-
TSA
SSHGR24_2D11 EX452258 AAX53111.1
Protéine impliquée dans la 
biosynthèse du 
cofacteur à molybdène [Aspergillus 
niger]
5,00E-32 CNX1_ARATH (Q39054) Proteine CNX1 de biosynthèse du molybdopterin 1,00E-21 A1DIB3
Protéine impliquée dans la 
biosynthèse du 
cofacteur à molybdène 
[Aspergillus niger]
4,00E-32
GO:0006777 Mo-
molybdopterin cofactor 
biosynthesis
PF00994 
MoCF_biosynt
h
SSHGR24_2E01 EX452259 XP_957199.1 60S Protéine ribosomale L15 [Neurospora crassa OR... 3,00E-45 RL15_NEUCR
(Q8X034) 60S Protéine 
ribosomale L15 3,00E-46 Q8X034  Protéine L15 du ribosome 60S 1,00E-44
SSHGR24_2E06 EX452260 ZP_00809302.1 Acyl-CoA dehydrogenase 3,00E-48 IVD_PONPY
(Q5RBD5) Précurseur 
mitochondrial de
l'isovaleryl-CoA dehydrogenase
3,00E-13 Q07KI5 Acyl-CoA dehydrogenase 7,00E-48
GO:0003995 Activité 
acyl-CoA 
dehydrogenase
PF00441 Acyl-
CoA_dh_1
SSHGR24_2E09 EX452261
SSHGR24_2F02 EX452262
SSHGR24_2H07 EX452263
SSHGR24_2H08 EX452264
SSHGR24_3A03 EX452265
SSHGR24_3A10 EX452266
SSHGR24_3A12 EX452267 XP_968982.1
Protéine de transfert du 
phosphatidylinositol
[Tribolium castaneum]
2,00E-68 PIPNA_RABIT (P48738) Protéine de transfert du phosphatidylinositol. 4,00E-54 Q17DK4
Protéine de transfert du 
phosphatidylinositol 3,00E-68
SSHGR24_3A4 EX452268
SSHGR24_3B01 EX452269
SSHGR24_3B03 EX452270
SSHGR24_3B10 EX452271 CAD62166.1 HMG box protein [Rhynchosporium secalis] 6,00E-11 Q70US8
HMG box protein 
[Rhynchosporium secalis] 8,00E-11
GO:0006355 
régulation de la 
transcription
DNA-dépendante
PF00505 
HMG_box
SSHGR24_3D01 EX452272
SSHGR24_3D04 EX452273 AAL11032.1 Transporteur d'ammoniumà haute affinitée [Tuber borchii] 2,00E-69 MEP2_YEAST
(P41948) Transporteur 
d'ammonium MEP2 6,00E-49 A2Q6J0
Transporteur d'ammonium 1
[Glomus intraradices] 2,00E-81
GO:0008519 Activité 
de transporteur 
d'ammonium
PF00909 
Ammonium_tr
ansp
SSHGR24_3D11 EX452274EX452275 AAW42460.1
Facteur de terminaison de la 
traduction
putatif [Cryptococcus neoformans]
2,00E-18 ERF1_PODAN
(O59948) Facteur de relarguage 
de la chaine peptidique 
eucaryote
8,00E-18
SSHGR24_3D12 EX452276 AAW42305.1 Protéine S12 putative du ribosome 40S 5,00E-12 RS12B_SCHPO
(O74322) Protéine S12 putative 
du ribosome 40S 4,00E-13 Q4PEZ5
Protéine S12 putative du 
ribosome 40S [Ustilago maydis] 4,00E-17
GO:0003735 
Constituant
structural du ribosome
PF01248 
Ribosomal_L7
Ae
SSHGR24_3E05 EX452277
SSHGR24_3E06 EX452278 EAS36985.1 Succinate déshydrogénase 2,00E-43 DHSA_SCHPO (Q9UTJ7) Succinate déshydrogénase probable 9,00E-44 Q0MYN8 Succinate déshydrogénase 8,00E-43
GO:0006099 Cycle 
des acides 
tricarboxyliques
PF00890 
FAD_binding_
2
SSHGR24_3E08 EX452279
SSHGR24_3F12 EX452280  
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SSHGR24_3F5 
EX452281
EX452282
EX452283
SSHGR24_3G03 EX452284
SSHGR24_3G07 EX452285
SSHGR24_3H03 EX452286
SSHGR24_3H05 EX452287
SSHGR24_3H07 EX452288
SSHGR24_3H08 EX452289 EAQ90670.1
Protéine ribosomale L12 du
ribosome 60S [Chaetomium 
globosum]
2,00E-29 RL12_NEUCR
(Q9C285) Protéine ribosomale 
L12 du
ribosome 60S
1,00E-29 Q2HAZ9
Protéine ribosomale L12 du
ribosome 60S [Chaetomium 
globosum]
3,00E-29
GO:0003735 
Constituant structural 
du ribosome
PF00298 
Ribosomal_L1
1
SSHGR24_4A02 EX452290
SSHGR24_4A04 EX452291
SSHGR24_4A06 EX452292 XP_647188.1 proteasome subunit [Dictyostelium discoideum] >... 8,00E-33 PSB6_SCHPO
(O43063) Probable proteasome 
subunit beta type 6 prec... 6,00E-33 Q5KM42
Proteasome subunit beta type; 
n=1; Fil... 2,00E-37
GO:0004175 
endopeptidase activity
PF00227 
Proteasome
SSHGR24_4B06 EX452293EX452294
SSHGR24_4B10 EX452295 NP_195916.1 Constituant structural du ribosome [Arabidopsis... 2,00E-33 RS23_FRAAN
(P46297) 40S Protéine 
ribosomale S23 (S12) 1,00E-34 Q38HT5
Protéine putative de 
fonction inconnue 5,00E-33
GO:0003735 
Constituant
structural du ribosome
PF00164 
Ribosomal_S1
2
SSHGR24_4B12 EX452296
SSHGR24_4C03 EX452297
SSHGR24_4C08 EX452298 BAE55632.1 unnamed protein product [Aspergillus oryzae] 1,00E-25 SIN3A_HUMAN
(Q96ST3) Paired amphipathic 
helix protein Sin3a (Tra... 3,00E-23 A2R8H0
Contig An16c0230, complete 
genome. pre... 9,00E-26
GO:0006355 
Régulation de la 
transcription, DNA-
dépendante
PF02671 PAH
SSHGR24_4C10 EX452299 ABE94294.1 Protéine ribosomale S9 [Medicago truncatula] 1,00E-37 RS16_LUPPO
(P16149) Protéine ribosomale 
S16 du ribosome 40S 8,00E-38 Q0UJ50
Protéine prédite
[Phaeosphaeria nodorum] 4,00E-38
GO:0003735 
Constituant
structural du ribosome
PF00380 
Ribosomal_S9
SSHGR24_4D01 EX452300
SSHGR24_4D07 EX452301
SSHGR24_4D09 EX452302 XP_694892.1
PREDICTION: similaire à la protéine 
de
défense contre la mort cellulaire 1 
(DAD-1)
2,00E-23 DAD1_XENLA
(P46967) Protéine de
défense contre la mort cellulaire 
1 (DAD-1)
3,00E-24 A4RQA3 Protéine putative de fonction inconnue [Magnaporthe grisea] 4,00E-23
SSHGR24_4D5 EX452303
SSHGR24_4E01 EX452304 AAW44019.1 Précurseur de la sous unité alpha del'ATP synthase mitochondriale e-105 ATPA_SCHPO
(P24487) Précurseur de la sous 
unité alpha de
l'ATP synthase mitochondriale
e-101 Q5KFB9
Précurseur de la sous unité alpha 
de
l'ATP synthase mitochondriale
e-105 GO:0006754 Biosynthèse de l'ATP
PF00006 ATP-
synt_ab
SSHGR24_4E10 EX452305
SSHGR24_4F01 EX452306
SSHGR24_4F03 
EX452310
EX452309
EX452308
EX452307
SSHGR24_4F04 EX452311
SSHGR24_4F07 EX452312 AAW41418.1
Protéine putative de fonction inconnue 
CNA03190 [Cryptococcus 
neoformans]
8,00E-13 Q5KPD4
Protéine putative de fonction 
inconnue CNA03190 
[Cryptococcus neoformans]
3,00E-12
SSHGR24_4F11 EX452313
SSHGR24_4F6 EX452314
SSHGR24_4G03 EX452315  
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SSHGR24_4G05 EX452316
SSHGR24_4G06 EX452317 AAF08685.1 delta-6 acide gras désaturase [Mortierella alpina] 1,00E-17 Q9UVV3
delta-6 acide gras désaturase 
[Mortierella alpina] 2,00E-17
GO:0006633 
biosynthèse des 
acides gras
PF00487 
FA_desaturase
SSHGR24_4H01 EX452318EX452319
SSHGR24_4H11 EX452320
SSHGR24_5A02 EX452321
SSHGR24_5A04 EX452322
SSHGR24_5A11 EX452323
SSHGR24_5B08 EX452324
SSHGR24_5B5 EX452325EX452326 AAW45899.1
Protéine ribosomale l11 putative du 
ribosome 60S 3,00E-39 RL11_SCHPO
(Q10157) Protéine ribosomale 
L11 du ribosome 60S 4,00E-38
SSHGR24_5C06 EX452327
SSHGR24_5C07 
EX452328
EX452329
EX452330
SSHGR24_5C08 EX452331
SSHGR24_5C12 EX452332 1PXT 3-Ketoacyl-Coa Thiolase péroxysomale (E.C.2.3.1.16) 3,00E-42 THIK_YEAST
(P27796) 3-ketoacyl-CoA 
thiolase 3,00E-43 P27796
3-Ketoacyl-Coa Thiolase 
péroxysomale (E.C.2.3.1.16) 5,00E-42
GO:0006631
Métabolisme des 
acides gras
PF02803 
Thiolase_C
SSHGR24_5C5 EX452333
SSHGR24_5D02 EX452334
SSHGR24_5D05 EX452335
SSHGR24_5D11 EX452336 NP_690845.1
Protéine mitochondriale de fonction 
inconnue
dont la surexpression supprime la 
mutation rpo41
affectant l'ARN polymérase 
mitochondriale
1,00E-12 TAR1_YEAST
(Q8TGM6) Proteéine TAR1 
(transcrit antisense de l'ARN 
18S)
8,00E-14 Q6CQE5 Protein TAR1[Kluyveromyces lactis] 2,00E-12
GO:0005739 
Mitochondrie
SSHGR24_5E05 EX452337
SSHGR24_5E10 EX452338 ABE84787.1 Mss4-like [Medicago truncatula] 5,00E-16 Q10L32 Methionine sulfoxide reductase 2,00E-15
GO:0008113 protéine 
à activité methionine-S-
oxide reductase
PF01641 SelR
SSHGR24_5E12 EX452339 EAQ87264.1 Protéine putative de fonction inconnue CHGG_03883 [Chaetomium globo... 9,00E-27 PLD1_HUMAN
(Q13393) Phospholipase D1 
(EC 3.1.4.4) (PLD 1) 3,00E-23
SSHGR24_B10 EX452440 XP_757319.1 Protéine putative de fonction inconnue UM01172.1 [Ustilago maydis] 9,00E-43 DHSA_SCHPO
(Q9UTJ7) Probable succinate 
dehydrogenase [ubiquinone... 6,00E-31 Q4PFE1
Protéine putative de fonction 
inconnue 2,00E-42
GO:0006099 Cycle 
des acides 
tricarboxyliques
PF00890 
FAD_binding_
2
SSHGR24_5F06 EX452340
SSHGR24_5F10 EX452341
SSHGR24_5G05 EX452342
SSHGR24_5G09 EX452343
SSHGR24_5G10 EX452344 AAW44320.1 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2,00E-63 G3P_CRYNE
(Q9Y8E9) Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (EC 
1.2.1.9)
2,00E-64 Q9Y8E9 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3,00E-63
GO:0006096 
Glycolyse
PF02800 
Gp_dh_C
SSHGR24_5G12 EX452345
SSHGR24_5H09 EX452346
SSHGR24_5H12 EX452347 XP_756159.1 Protéine putative de fonction inconnue UM00012.1 [Ustilago maydis] 9,00E-54 YA72_SCHPO
(Q09759) Protéine putative de 
fonction inconnue C24H6.02c 1,00E-13
SSHGR24_6A01 EX452348 XP_701053.1 PREDICTION: similaire à l'enzyme de conjugaison à l'ubiquitine 1,00E-62 UB2G2_PONPY
(Q5RF84) Enzyme de 
conjugaison à l'ubiquitine (EC 
6.3.2.19)
2,00E-61 Q4V9I8 Proteine transporteuse de l'ubiquitine 2,00E-62
GO:0004842 Activité 
ubiquitine-protéine 
ligase
PF00179 
UQ_con
SSHGR24_6A05 EX452349 AAW42108.1 Protéine ribosomale, putative 6,00E-41 RL25_PUCGR (P51997)  Protéine ribosomale L25 de la sous unité 60S 6,00E-41 Q5KL89 Protéine ribosomale, putative 3,00E-40
GO:0003735 
Constituant structural 
du ribosome
PF00276 
Ribosomal_L2
3
SSHGR24_6A12 EX452350  
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SSHGR24_6B01 EX452351 CAB56626.1 Protéine ribosomale 22 de la petite sous unité ribosomale 8,00E-52 RS15A_RAT
(P62246) Protéine ribosomale 
S15a de la sousunité 40S 2,00E-51 Q9UUP9
Protéine ribosomale 22 de la 
petite sous unité ribosomale 7,00E-52
GO:0003735 
Constituant structural 
du ribosome
PF00410 
Ribosomal_S8
SSHGR24_6B04 EX452352 AAH96796.1 Methionyl aminopeptidase 1 [Danio rerio] 2,00E-22 AMPM1_HUMAN
(P53582) Methionine 
aminopeptidase 1 (EC 
3.4.11.18)
5,00E-22 Q5KLT3 Methionine aminopeptidase 1,00E-22 GO:0006508 proteolysis
PF00557 
Peptidase_M2
4
SSHGR24_6B07 EX452353 EAS30797.1 Protéine putative CIMG_06276 (Sous unité IV de la cytochrome c oxydase) 3,00E-11 COX5_ASPNG
(O93980) Cytochrome c 
oxydase sous unité V, 
mitochondriale
1,00E-11 Q1DTT7 Cytochrome c oxidase subunit IV putative 7,00E-11
GO:0006123
mitochondrial electron 
transport, cytochrome 
c to oxygen
PF02936 
COX4
SSHGR24_6B12 EX452354
SSHGR24_6C01 EX452355
SSHGR24_6C02 EX452356
SSHGR24_6D03 EX452357 XP_749083.1 Protéine d'assemblage du péroxysome [Aspergillus fumigatus] 1,00E-23 PEX10_ARATH
(Q9SYU4) Protéine 10 
d'assemblage du péroxysome 
(Peroxin-10)
5,00E-22 Q2UT90 PREDICTION E3 ubiquitin ligase 2,00E-26 GO:0005777 peroxisome
PF00097 zf-
C3HC4
PF04757 
Pex2_Pex12
SSHGR24_6D10 EX452358
SSHGR24_6D11 EX452359 XP_685041.1 PREDICTION: similaire à la ligase I [Danio rerio] 2,00E-25 DNLI_ARATH
(Q42572) DNA ligase (EC 
6.5.1.1) 2,00E-24
UPI0000F1D
9B0
PREDICTION: similaire à la 
ligase I [Danio rerio] 3,00E-25
SSHGR24_6E02 EX452360
SSHGR24_6E04 EX452361 CAB88236.1 rpl4 [Schizosaccharomyces pombe] 2,00E-82 RL4A_SCHPO (P35679) Protéine ribosomale L4-A (L2) du ribosome 60S 5,00E-84 P35679 Protéine ribosomale L4-A 1,00E-81
GO:0003735 
Constituant structural 
du ribosome
PF00573 
Ribosomal_L4
SSHGR24_6E07 EX452362
SSHGR24_6F01 EX452363
SSHGR24_6F04 EX452364 XP_384005.1 Protéine putative de fonctioninconnue FG03829.1 [Gibberella zeae] 9,00E-34
UPI000023E
6F3
Protéine putative de fonction 
inconnue FG03829.1 2,00E-33
SSHGR24_6F07 EX452365EX452366
SSHGR24_6F08 EX452367 EAS31845.1 Protéine putative de fonction inconnue CIMG_07324 5,00E-77 PRS10_SCHPO
(O74445) Protéase rpt4 du 
protéasome 26S 3,00E-71 Q0CTT1
Sous unité régulatrice du 
protéasome 26S 2,00E-75
GO:0030163 
Catabolisme protéique PF00004 AAA
SSHGR24_6F12 EX452368
SSHGR24_6G03 EX452369 AAH65324.1 Protéine chaperone Cct4 [Danio rerio] 5,00E-55 TCPD_SCHPO
(P50999) Sous unité delta du 
complexe
protéique T (sous untité delta de 
TCP-1)
9,00E-44 Q6P123
Sous unité delta du complexe
protéique T (sous untité delta de 
TCP-1)
4,00E-55
GO:0006457 
Repliement des 
protéines
PF00118 
Cpn60_TCP1
SSHGR24_6G05 EX452370
SSHGR24_6G08 EX452371
SSHGR24_6H04 EX452372
SSHGR24_6H10 EX452373
SSHGR24_6H8 EX452374
SSHGR24_7A07 EX452375 XP_413855.1 PREDICTION: Fumarylacetoacetase 5,00E-16 FAAA_HUMAN (P16930) Fumarylacetoacetase (EC 3.7.1.2) 3,00E-16
UPI0000448
C82
PREDICTION: 
Fumarylacetoacetase 9,00E-16
SSHGR24_7A11 EX452376 AAK21854.1 Homeodomaine du facteur de transcription StlA 3,00E-17 STE12_EMENI
(O74252) Facteur de 
transcription steA 3,00E-18 A1C9W1 al development transcription factor 2,00E-16
GO:0006355 
Régulation de la 
transcription, DNA-
dépendante
PF00096 zf-
C2H2
SSHGR24_7B02 EX452377
SSHGR24_7B04 EX452378
SSHGR24_7B06 EX452379  
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SSHGR24_7B07 EX452380 CAA91499.1 hsp60 [Schizosaccharomyces pombe] 1,00E-28 HSP60_SCHPO
(Q09864) Précurseur 
mitochondrial de
la protéine chaperone Hsp60
7,00E-30 Q0H0L2 Protéine de choc thermique 60[Glomus intraradices] 1,00E-30
GO:0006457 
Repliement des 
protéines
PF00118 
Cpn60_TCP1
SSHGR24_7B09 EX452381 AAW43820.1 Facteur d'initiation de la traduction putatif 2,00E-22 IF2B_SCHPO
(P56329) Facteur eucaryote 
d'initiation de la traduction 3,00E-23 Q5KHA2
Facteur d'initiation de la 
traduction putatif 3,00E-22
GO:0003743 Activité 
d'initiation de la 
traduction
PF01873 eIF-
5_eIF-2B
SSHGR24_7C5 EX452382 AAM00249.1 Endopolygalacturonase [Cryphonectria cubensis] 9,00E-25 PGLR2_PENOL
(Q9Y833) Précurseur de la 
polygalacturonase 2 (EC 
3.2.1.15)
1,00E-24 Q12593 Endopolygalacturonase 1,00E-24 GO:0004650 Activité polygalacturonase
PF00295 
Glyco_hydro_2
8
SSHGR24_7D01 EX452383
SSHGR24_7D03 EX452384
SSHGR24_7D09 EX452385EX452386
SSHGR24_7E02 EX452387 XP_759578.1 Protéine putative de fonction inconnue UM03431.1 [Ustilago maydis] 1,00E-52 YDHE_SCHPO
(Q92359) Protéine putative de 
fonction inconnue C6G9.14 2,00E-32 Q4P8Y2
Protéine putative de fonction 
inconnue 2,00E-52
GO:0003723 Liaison à 
l'ARN PF00806 PUF
SSHGR24_7E05 EX452388EX452389
SSHGR24_7E06 EX452390
SSHGR24_7E11 EX452391 EF014362 Gigaspora gigantea ADNr 18S 6,00E-147
SSHGR24_7E12 EX452392 AAW67491.1 NADH dehydrogenase subunit 4 [Fusarium oxysporum] 9,00E-59 NU4M_PODAN
(P15582) NADH-ubiquinone 
oxidoreductase chain 4 (EC 
1.6.5.3)
4,00E-42
SSHGR24_7F02 EX452393
SSHGR24_7F03 EX452394 CAA76654.1 Thioredoxine [Geodia cydonium] 9,00E-17 THIO_GEOCY (O96952) Thioredoxin 9,00E-18 O96952 Thioredoxine 3,00E-16 GO:0006118 Transport d'électrons
PF00085 
Thioredoxin
SSHGR24_7F08 EX452395 XP_386291.1 Protéine putative de fonction inconnue FG06115.1 6,00E-23
UPI000023E
498
Protéine putative de fonction 
inconnue FG06115.1 1,00E-22
SSHGR24_7F11 EX452396
SSHGR24_7G09 EX452397 XP_753839.1 Transpoteur d'ion à domaine ABC [Aspergillus fumigatus] 2,00E-25 YCFI_YEAST
(P39109) Protéine de résistance 
aux métaux lourds YCF1 2,00E-25 Q4WUC5 Transpoteur d'ion à domaine ABC 3,00E-25
GO:0000166 Liason 
aux nucléotides
PF00005 
ABC_tran
SSHGR24_7G11 EX452398
SSHGR24_7H06 EX452399 AAW45952.1 Protéine de transport du RE au Golgi 4,00E-12 SURF4_SCHPO (O74559) Homologue de protéine à domaine "Surfeit" 3,00E-11 Q5KAQ3
Protéine de transport du RE au 
Golgi 8,00E-12
PF02077 
SURF4
SSHGR24_7H07 EX452400EX452401
SSHGR24_7H11 EX452402 AAW41212.1 Dihydroorotase, putative [Cryptococcus neoformans] 9,00E-33 PYRC_USTMA
(P31301) Dihydroorotase (EC 
3.5.2.3) 3,00E-32 Q5KNB0 Dihydroorotase 4,00E-32
GO:0006221 
Biosynthèse des 
pyrimidine
PF04909 
Amidohydro_2
SSHGR24_7H12 EX452403
SSHGR24_8A02 EX452404
SSHGR24_8A09 EX452405 ZP_00527479.1 Protéine de liaison à l'ARN RNP-1 9,00E-12 PABP2_ARATH (P42731) Protéine de liaison au Polyadenylate 3,00E-11 A2EWD1
Protéine putative de fonction 
inconnue 9,00E-12
GO:0000166 Laison à 
des nucléotides
PF00076 
RRM_1
SSHGR24_8B02 EX452406
SSHGR24_8B05 EX452407EX452408
SSHGR24_8B11 EX452409
SSHGR24_8C07 EX452410 XP_390195.1 Protéine putative de fonction inconnue FG10019.1 3,00E-12
UPI000023D
441
Protéine putative de fonction 
inconnue FG10019.1 6,00E-12
SSHGR24_8C08 EX452411EX452412
SSHGR24_8C11 EX452413 DQ273792 Scutellospora heterogama ADNr 28S 1,00E-61
SSHGR24_8D02 EX452414  
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SSHGR24_8D06 EX452415 AAA33015.1 Sous unité régulatrice de la protéine kinase dépendante de l'AMPc 1,00E-60 KAPR_BLAEM
(P31320) Sous unité régulatrice 
de la protéine kinase 
dépendante de l'AMPc
5,00E-61 P31320
Sous unité régulatrice de la 
protéine kinase dépendante de 
l'AMPc
3,00E-60 GO:0007165 Transduction du signal
PF00027 
cNMP_binding
SSHGR24_8D12 EX452416
SSHGR24_8E06 EX452417
SSHGR24_8E07 EX452418
SSHGR24_8E08 EX452419
SSHGR24_8E10 EX452420 AAM21494.1 Protéine kinase Sch9 [Cryptococcus neoformans] 2,00E-33 SCK1_SCHPO
(P50530) Protéine kinase 
Serine/threonine sck1 (EC 
2.7.11.1)
9,00E-33 A5DV85 Protéine Serine/threonine kinase SCH9 7,00E-35
GO:0004674 
Serine/threonine 
kinase
PF00069 
Pkinase
SSHGR24_8F03 EX452421 NP_196710.1 Protéine inconnue [Arabidopsis thaliana] 4,00E-15 Q9LDK9 Beta-adaptin-like Protein A 3,00E-15
GO:0015031 Protéine 
de transport
PF01602 
Adaptin_N
SSHGR24_8F05 EX452422 XP_761291.1 Protéine putative de fonction inconnue UM05144.1 [Ustilago maydis] 3,00E-30 CRZ1_YEAST
(P53968)Régulateur 
transcriptionnel CRZ1 6,00E-24 Q4P419
Protéine putative de fonction 
inconnue 6,00E-30
GO:0003676 nucleic 
acid binding
PF00096 zf-
C2H2
SSHGR24_8F08 EX452423 YP_564763.1 Alcohol dehydrogenase 5,00E-39 ADHX_ORYSA
(P93436) Alcohol 
dehydrogenase class 3 (EC 
1.1.1.1)
5,00E-37 Q8X0U5 Probable alcohol dehydrogenase 3,00E-40 GO:0008270 Liaison au zinc
PF08240 
ADH_N
SSHGR24_8F10 EX452424EX452425 BAC00787.1
glycine-rich RNA-binding protein 
[Physcomitrella... 2,00E-12 GRPA_MAIZE
(P10979) Protéine de liaison à 
l'ARN riche en Glycine induite 
par l'acide abscissique
2,00E-11 Q8LPB0 Protéine de liaison à l'ARN riche en glycine 4,00E-12
GO:0003723 Laison à 
l'ARN
PF00076 
RRM_1
SSHGR24_8G02 EX452426
SSHGR24_8G05 EX452427 EAR92835.1 Protéine putative de fonction inconnue 3,00E-12 UPI00006CDD66
Protéine putative de fonction 
inconnue 5,00E-12
SSHGR24_8G08 EX452428
SSHGR24_8H05 EX452429 XP_388737.1 Protéine putative de fonction inconnue FG08561.1 8,00E-14
UPI000023F
3CA
Protéine putative de fonction 
inconnue FG08561.1 2,00E-13
SSHGR24_8H08 EX452430 EAS30775.1 Protéine putative de fonction inconnue CIMG_06254 2,00E-25 LIN1_SCHPO
(O94693) Protéine Lin1-like 
hypothétique 2,00E-12 Q1DTV9
Protéine putative de fonction 
inconnue 3,00E-25 PF02213 GYF
SSHGR24_8H09 EX452431 CAB39853.1 SPBC2A9.11c Schizosaccharomyces pombe 4,00E-34 Q1MTP1
SPBC2D10.01c Protéine
Schizosaccharomyces pombe 5,00E-34 GO:0005634 Noyau
PF03399 
SAC3_GANP
SSHGR24_9B10 EX452432EX452433 Y12075 Gigaspora rosea ADNr 28S 1,00E-125
SSHGR24_9B11 EX452434
SSHGR24_9B12 EX452435EX452436
SSHGR24_9B4 EX452437
SSHGR24_9B7 EX452438
SSHGR24_9D09 EX452439  
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Annexe II : Composition du milieu M 
Composition du milieu M (selon Bécard et Fortin, 1988) 
     Solutions mères (g L-1)  Final (mg.l-1) 
Macro-éléments (1)    100X     1X 
KNO3          8     80 
MgSO4.7H2O     73.1     731 
KCl      6.5     65 
KH2PO4     0.48     4.8 
Macro-éléments (2)    100X     1X 
Ca(NO3)2.4H2O    28.8     288 
Micro-éléments (1)    1000X     1X 
MnCl2.4H2O     6     6 
H3BO3      1.5     1.5 
ZnSO4.7H2O     2.65     2.65 
Na2MoO4.2H2O    0.0024     0.0024 
CuSO4.5H2O     0.13     0.13 
Micro-éléments (2)    1000X     1X 
KI      0.75     0.75 
Fe-EDTA     100X     1X 
NaFe-EDTA     0.8     8 
Vitamines (stock -20°C)   100X     1X 
Glycine     0.3     3 
Myoinositol     5     50 
Acide nicotinique    0.05     0.5 
Pyridoxine HCl    0.01     0.1 
Thiamine HCl     0.01     0.1 
 
pH : 5.5 
Dans le cas des milieux solides, du phytagel à 4g.l-1 est ajouté au milieu M. 
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 Study of the effects of strigolactones on arbuscular endomycorrhizal fungi. 
 
Abstract 
 
 
The arbuscular endomycorrhizal symbiosis (AM) is an interaction between soil-borne fungi 
that belong to the Glomeromycota and plant roots. They are obligate biotrophic fungi. They 
propagate with spores that can germinate spontaneously. However, germinating hyphae 
exhibit a limited growth in absence of a host plant. The host perception occurs via root 
exudates and induces intense hyphal ramification, called branching, characteristic of the 
presymbiotic stage. Active molecules perceived by the fungus and present in root exudates 
were unknown until we demonstrated activity of a strigolactone purified from root exudates of 
Sorghum (sorgolactone). This strigolactone and a synthetic analogue GR24 appeared to be 
potent inducers of Gigaspora rosea hyphal branching. At that time, strigolactones were only 
known to act as inducer of seed germination of the parasitic plants Striga and Orobanche. We 
showed that these molecules were able to stimulate spores germination and growth of AM 
fungi at extremely low concentration (10-11 to 10-13M). In response to GR24 the mitochondrial 
metabolism of the fungus (biosynthesis of NADH, ATP and cell respiration) was activated 
after 10 to 60 min. GR24 also triggers dramatic changes in mitochondrial organisation. These 
cellular responses preceded the morphological branching that appeared 24 h later and did not 
seem to require any modification of gene expression that were only late and transient (at 
5days ). During the same time, an increase of mitosis rate was noted. The results acquired 
during this study place mitochondria at the centre of the strigolactone stimulation mechanism. 
 
  
Auteur : BESSERER Arnaud 
 
Titre : Etude des mécanismes d'action des strigolactones sur les champignons 
endomycorhiziens à arbuscules. 
 
Directeurs de thèse : Pr. Christophe Roux / Dr. Nathalie Séjalon-Delmas 
 
Soutenance le 18 janvier 2008 Amphithéâtre Concorde. Université Paul Sabatier. 
 
Résumé.  
 
La symbiose mycorhizienne à arbuscules (MA) est une interaction entre des champignons du 
sol et les racines des plantes. Les champignons MA sont des symbiontes obligatoires. Leurs 
spores peuvent germer spontanément mais leur croissance reste limitée en absence d’une 
plante hôte. La perception de l’hôte se fait via les exsudats racinaires et induit chez le 
champignon une ramification intense de ses hyphes appelée «branching», marquant le début 
de la phase présymbiotique. Les molécules actives présentes dans les exsudats racinaires et 
responsables de cette perception étaient inconnues jusqu’à ce que nous mettions en évidence 
la présence d’une strigolactone dans une fraction active d’exsudats racinaires de Sorgho. Les 
strigolactones étaient jusqu’à présent connues pour leur capacité à induire la germination des 
graines de plantes parasites des genres Striga et Orobanche. Nous avons montré que la 
sorgolactone, une strigolactone naturelle, ainsi que le GR24 (un analogue de synthèse), étaient 
capables d’induire le «branching» et la croissance globale des champignons MA à des 
concentrations extrêmement faibles (10-11 à 10-13 M). Le métabolisme mitochondrial du 
champignon (biosynthèse de NADH et d’ATP, respiration cellulaire) ainsi qu’une profonde 
réorganisation du mitochondriome sont activés après 10 à 60 min. Le «branching» qui 
n’apparaît qu’au bout de 24h ne semble pas dépendre d’une régulation transcriptionnelle. 
Celle-ci n’est visible que de manière tardive et transitoire et s’accompagne d’une 
augmentation de l’activité mitotique. Les résultats acquis lors de ces travaux placent les 
mitochondries au centre des mécanismes de stimulation cellulaire par les strigolactones. 
